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研究成果の概要（和文）：歯周組織構成細胞および間葉系幹細胞（MSC）に特徴的に発現するmicro RNAを同定
し、さらに、MSCにおいて、サイトカインなどの発現調節因子によって特徴的に変化するmicro RNAを同定した。
この結果から、細胞を用いた歯周組織再生療法において、移植MSCのmicro RNA発現プロファイルに基づいた最適
な調節因子の選択が移植局所における歯周組織構成細胞への分化促進につながり、最終的には効率的なオーダー
メイド歯周組織再生療法の確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：Some micro RNAs expressed characteristically in periodontal cells and 
mesenchymal stem cells (MSC) were identified and regulatory factors of micro RNA expression were 
also suggested. 
From these results, in periodontal regenerative therapy with cell transplantation, selection of 
optimal regulatory factors based on each micro RNA profile of donor MSC can lead to enhancement of 
periodontal differentiation in transplantation site, finally, effective order made periodontal 
regenerative therapy can be established.  

研究分野： 歯周病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯周組織再生治療の研究は、大きく複雑

な歯周組織破壊に対応するための細胞治
療と局所に存在する組織再生能力を活性
化する増殖因子を用いたサイトカイン療
法を中心に進められている。細胞治療で用
いられる間葉系幹細胞（MSC）は多能性細
胞であり (Tsutsumi S et al., Biochem 
Biophys Res Commun., 2001)、歯周組織を
構成する骨とセメント質にも分化可能で
ある(Hasegawa N et al., J Periodontol., 
2006)。MSC は移植部位において周囲組織と
協調しつつ歯周組織構成細胞へと分化す
る必要があり、移植時に未分化状態を維持
するとともに歯周組織構成細胞への多方
向分化に対する方向付けの制御が要求さ
れる。しかし、移植局所での MSC の分化メ
カニズムに関しては未だ不明な点が多い。
さらに、自己の MSC 移植による歯周組織再
生治療に関しては、移植による拒絶反応の
危険性は無いものの治癒および再生過程
において宿主に依存する因子が多く、組織
再 生 度 に は 個 体 差 が 認 め ら れ る
(Kawaguchi H et al.,Clin Calcium., 2005)。
また、サイトカインを用いた歯周組織再生
治療についても、個体間の感受性の違いに
よ っ て 同 様 な 個 体 差 が 認 め ら れ る
(Takedachi M et al., Clin Calcium., 
2012)。このように、MSC およびサイトカイ
ンは歯周組織再生に有用だが、現段階では
解決すべき課題が多く存在する。この課題
を解決するためには、個々の細胞の性質お
よび感受性に適した治療法、つまりオーダ
ーメイド化された治療法を選択する必要
性がある。 
MSC の細胞機能制御に関与する遺伝子と

して、MSC 未分化マーカーである転写因子
群(Kubo H et al., Genes Cells., 2009)、
bHLH型転写因子DEC1(Iwata T et. al., Eur 
J Cell Biol., 2006) お よ び miR-124a 
(Maisel M et al., Exp Cell Ras., 2010) 
などが報告されている。 これまで、申請
者の研究（科学研究費補助金:課題番号
23792478, 25862049）によって、低酸素な
どの種々の因子によって、micro RNA の一
部が制御された。さらに、制御を受けた
micro RNA の発現調整によって、未分化マ
ーカーの一部に影響を与えることが確認
された。また、micro RNA は、歯周靭帯細
胞(HPL cells)において特異的に発現して
いる PLAP-1 が miR-21 および miR-101 によ
って制御されることから、歯周組織構成細
胞においても同様に micro RNA による様々
な遺伝子の制御機構の存在が示唆される 

(Li C et al., Mol Med Rep., 2012)。加え
て、歯周組織再生治療に適用されるサイトカ
イン(FGF2, PDGF, BDNF, BMP2 など)が micro 
RNA 発現に影響を及ぼす(Bobbs AS et al., J 
Biol Chem., 2012)ことが知られている。こ
れらのことから、歯周組織再生過程において、
MSC および歯周組織構成細胞の遺伝子発現お
よび細胞機能は micro RNA を介して制御され
ると考えられる。 

以上のことから、MSC に対し、micro RNA

の発現調整によって移植局所での歯周組織

構成細胞との相互作用を制御することで、よ

り効果的かつ予知性の高いMSCを用いた歯周

組織再生が可能となる。最終的には、micro 

RNA 発現プロファイルを分類することで、高

度に標準化かつオーダーメイド化された歯

周組織再生治療法を確立することが可能で

ある。 

 

２．研究の目的 

本研究の全体構想は、間葉系幹細胞（MSC）

を用いた効果的な歯周組織再生治療法の確

立である。歯周組織再生治療において、移植

に用いるMSCと歯周組織構成細胞の細胞機能

制御および移植前後の歯周組織恒常性維持

に着目し、本研究では、より効果的かつ予知

性の高い歯周組織再生を目指す。歯周靭帯細

胞(HPL cells)を含む歯周組織構成細胞およ

び MSC が特徴的に発現している micro RNA の

うち、細胞機能制御および恒常性維持に深く

関わるものに焦点を当て、歯周組織構成細胞

への分化に重要な micro RNA を明らかにする。

加えて、サイトカインなどの細胞機能に影響

を及ぼす因子によって特徴的 micro RNA の発

現を調整することで、移植に用いる MSC の未

分化状態の維持および分化の方向付けを制

御し、最適な細胞機能の制御方法を確立する。

さらに、より効果的かつ予知性の高い MSC 移

植による歯周組織再生治療法を検討する。最

終的には、それぞれの micro RNA プロファイ

ルを解析および分類することによって高度

に標準化かつオーダーメイド化された歯周

組織再生治療法を確立することを目的とす



る。 

 
３．研究の方法 

1) 歯周組織構成細胞における micro RNA 発

現プロファイル 

  ヒト歯肉線維芽細胞(HGF)，ヒト歯周靭帯 

細胞(HPL cells)，ヒト骨芽細胞(HOB) ， 

ヒトセメント芽細胞(CEM)：HCEM-T(Kitagawa 

らが確立)を使用し、それぞれ24時間培養し、 

small RNAを回収し、 TaqMan® MicroRNA Array  

(ライフテクノロジーズ株式会社)にて micro  

RNA 発現プロファイリングによる網羅的な解 

析を行なった。  

2) 間葉系幹細胞 MSC における micro RNA 発

現プロファイル 

ヒト間葉系幹細胞(MSC；理研バイオリソー

スセンターから提供)を使用し、それぞれ 24

時間培養し、small RNA を回収し、 TaqMan® 

MicroRNA Array にて micro RNA 発現プロファ

イリングによる網羅的な解析を行なった。  

3) 細胞分化および機能維持に重要な micro 

RNA の同定 

 Micro RNAプロファイルを網羅的に分析し、 

顕著に増加または減少を示した micro RNA の 

中で、細胞機能に重要である micro RNA を同 

定した。歯周組織構成細胞に対しては分化・ 

細胞機能維持に重要な micro RNA、MSC に対 

しては未分化状態維持および分化の方向付 

けに重要な micro RNA を同定した。 

4) Micro RNA 発現調整に有効な因子の検討 

  MSC における未分化状態維持および歯周組 

織構成細胞への分化の方向付けに重要な 

micro RNA に焦点を絞り、種々の刺激による 

micro RNA 発現に対する影響を検討した。 

刺激因子として、歯周組織再生療法に適用

されているサイトカインである FGF2 (5 

ng/ml), BDNF (50 ng/ml), BMP2 (100 ng/ml),  

PDGF-AA (25 ng/ml), TGF-β1 (5 ng/ml), 

TGF-β3 (10 ng/ml), IGF-1 (50 ng/ml), 歯

周組織再生療法に一般的に使用されている

エナメルマトリックスタンパクの主成分で

ある Amelogenin (100 ng/ml)および未分化状

態維持に重要な役割を果たす Noggin (50 

ng/ml)を用い、24 時間刺激後、small RNA を

回収し、 TaqMan® MicroRNA Arrayにて micro 

RNA 発現の網羅的な解析を行なった。 

5) Micro RNA 発現調整細胞の未分化維持およ

び分化の方向付けの検討 

種々の刺激因子によって micro RNA 発現を

調整した MSC に対し、micro RNA プロファイ

ルで同定した micro RNA 群に対する分化の方

向付けおよび未分化状態維持への影響を検

討した。同様に、同定した micro RNA の発現

調節を micro RNA mimic/inhibitor (ライフ

テクノロジーズ株式会社)を MSC に導入する

ことで行ない、分化の方向付けおよび未分化

状態維持への影響も検討した。 

歯周組織構成細胞の分化マーカーとして、 

1) Osteoblast: Osterix, Runx2; 2) HPL 

cells:Twist1, Periostin,PLAP-1; 3) 

Cementoblasts: CEMP1, PTPLA, SPON1  

未分化関連転写因子として、ETV1, SOX11, 

FOXP1, GATA6, SIM2, ETV5, SIM2, PRDM16, 

KLF12, HMGA2 を検討した。 

評価は mRNA レベルの評価を TaqMan® Gene 

Expression Assay（ライフテクノロジーズ株

式会社）、タンパク質レベルの評価を Western 

blotting 法を用いて行なった。 

6) Micro RNA 発現プロファイルの分類 

MSC の micro RNA 発現プロファイルおよび

発現調整因子による micro RNA 発現パターン

の変化を分析し、カテゴリー分類を行なうこ

とによって発現プロファイルとMSCに対して

最適な刺激因子を相関させた。 

カテゴリー分類において重視する項目と

して、 

1) 未分化状態維持に関与する遺伝子発現 

2) 分化に必要な micro RNA 発現 

3) 刺激因子による micro RNA 発現の変化  

に着目し、それぞれのカテゴリー分類を行な

った。 



 
４．研究成果 

1．歯周組織構成細胞における micro RNA 発

現プロファイル： 

歯周組織構成細胞であるHGF， HPL cells， 

HOB，CEM および MSC における micro RNA 発現

の網羅的な解析を行なった。 

得られた結果として、MSC と比較して、 

1) HPL cells: 高発現 1 種，低発現 1 種

2) HGF: 高発現 0種，低発現 13 種 

3) HOB: 高発現 0種，低発現 125 種  

4) CEM: 高発現 2種，低発現 15 種 

の micro RNA が特徴的発現パターンを示した。 

2．間葉系幹細胞 MSC における micro RNA 発

現プロファイル： 

MSC において、全ての歯周組織構成細胞と

比較して 29 種の micro RNA が高発現を示し

た。 

3．細胞分化および機能維持に重要な micro 

RNA の同定： 

歯周組織構成細胞およびMSCにおいて特徴

的な発現を示す micro RNA のうち、もっとも

特異的な発現を示した micro RNA として、 

1) HPL cells: miR-199b; 2) HGF: miR-146; 

3) HOB: miR-21, miR-130; 4) CEM: miR-628, 

miR-383, miR-155, miR-126; 5) MSC: 

miR-130a, miR-210 

を同定した。 

4．Micro RNA 発現調整に有効な因子の検討: 

Micro RNA 発現調整因子として歯周組織再

生療法に応用されているサイトカインに着

目し、サイトカイン刺激時に特徴的に変化す

る micro RNA を検出した。サイトカインは、

1) FGF2, 2) BDNF, 3) BMP2, 4) PDGF-AA, 5) 

TGF-β1, 6) TGF-β3, 7) IGF-1, 8) 

Amelogenin, 9) Noggin を用いた。 

無刺激時と比較して特徴的な変化を示し

た micro RNA は、 

1) FGF2: 増加 11 種, 減少 3種 

  2) BDNF: 増加 8種, 減少 15 種 

3) BMP2: 増加 16 種, 減少 1種 

4) PDGF-AA: 増加 14 種類、減少 4種類 

5) TGF-β1: 増加 24 種類、減少 1種類 

6) TGF-β3: 増加 17 種類、減少 3種類 

7) IGF-1: 増加 22 種類、減少 11 種類; 

8) Amelogenin: 増加 9種, 減少 12 種 

9) Noggin: 増加 1種類、減少 9種類 

であった。 

5．Micro RNA 発現調整細胞の未分化維持およ

び分化の方向付けの検討： 

種々の刺激因子のうち、FGF2, BDNF, IGF-1, 

PDGF-AA によって micro RNA 発現を調整した

MSC に対し、分化の方向付けおよび未分化状

態維持への影響を検討した。 

FGF2 刺激によって、Osteoblast, HPL cells

および Cementoblastsへの分化の方向付けが

促進され、MSC 未分化マーカーGATA6 の発現

も促進された。BDNF 刺激によって、同様に歯

周組織構成細胞の均整が保たれた分化の方

向付けおよびMSC未分化状態維持が促進され

たが、FGF2 と比較すると、Cementoblasts へ

の分化の方向付けが早期に促進される傾向

を示した。IGF-1, PDGF-AA に関しては、

Osteoblast, Cementoblasts への分化の方向

付けが促進されたが、HPL cells への分化に

関しては、POSTN 発現は促進される一方、

PLAP1 発現は抑制されるという結果が得られ

た。MSC 未分化マーカーに関しては、GATA6

発現の抑制が共通して認められたが、IGF-1

刺激によって SOX11 および ETV1 発現の抑制

が認められたのに対し、PDGF-AA 刺激によっ

て SOX11 および ETV1 発現が促進され、FOXP1

発現の顕著な抑制が確認された。さらに、

IGF-1 刺激によって miR-383 の顕著な発現亢

進、miR-210 発現の促進および miR-628 発現

の抑制が確認された。一方、PDGF-AA 刺激に

よって、miR-210 発現の顕著な亢進が認めら

れ、miR-628 および miR-383 発現も促進され

た。 

さらに、同定された歯周組織構成細胞および

MSC における特徴的な micro RNA のうち、



miR-210, miR-628, miR-383 に着目し、MSC

に対してそれぞれの発現調整を行ない、細胞

分化および細胞機能に対する影響を評価し

た。Osteoblast への分化に対してはそれぞれ

で主要な骨分化転写因子であるOsterixの発

現抑制を認めるなど抑制的に働いたが、

Cementoblasts への分化に対しては、miR-210

が抑制的に働いたが miR-628 および miR-383

は促進的に働いた。また、HPL cells への分

化に対しては、miR-210 および miR-383 が抑

制的に働くのに対しmiR-628は促進的に働い

た。 

MSC 未分化状態維持に関しては、miR-210 は

多くの未分化マーカー発現を抑制したが、

miR-628 は ETV1 および KLF12 の発現は促進、

SOX11 発現は抑制、miR-383 は GATA6 の発現

を mRNA およびタンパク質レベルで抑制した

一方で、ETV1 発現を顕著に促進した。 

6．Micro RNA 発現プロファイルの分類： 

未分化状態維持に関与する遺伝子発現の

観点から、 

1) FGF2: GATA6 促進, SIM2 抑制 

2) BMP2: SOX11/ETV1 促進, 

GATA6/ETV5 抑制 

3) IGF-1: SOX11 抑制 

4) PDGF-AA: SIM2 促進, FOXP1 抑制 

5) TGF-β1:GATA6 促進, ETV1 抑制 

6) TGF-β3:SIM2 促進, ETV1 抑制 

という分類が可能となった。 

また、歯周組織構成細胞への分化に必要な

micro RNA 発現および刺激因子による micro 

RNA 発現の変化という観点から、 

1) HPL cells: BDNF/Noggin 以外 

2) HGF: IGF-1/TGFβ3 

3) HOB: BDNF/Noggin 

4) CEM: PDGF-AA/BDNF 

という分類が可能となった。 

以上の結果により、MSC の未分化維持およ

び歯周組織構成細胞への分化促進という観

点から、それぞれに特徴的な microRNA が同

定され、さらにこれらの発現調整に有効な刺

激因子の候補がいくつか挙げられた。さらに、

同定された micro RNA および標的遺伝子に対

する影響を検討することで、より詳細な歯周

組織構成細胞への細胞分化のメカニズムが

明らかになると考える。 

また、本研究課題によって明らかになった

知見は、今後の歯周組織構成細胞への分化に

対して有効な micro RNA およびこれらの発現

に影響を受ける遺伝子の同定および発現調

整因子の探索に対して非常に重要であると

考えられる。しかし、当該研究期間において、

実際の臨床応用に対して必須であると思わ

れる、移植 MSC の歯周組織構成細胞への分化

に特異的な micro RNA の発現を調整する因子

（主にサイトカイン）の特定にまで至らなか

ったので、今後の最重要課題として移植する

細胞の個体差との関連も含めて慎重に検討

を進め、micro RNA 発現プロファイルを各々

の移植細胞に対して分類することで、高度に

標準化かつオーダーメイド化された歯周組

織再生治療法を確立につなげる必要がある。 
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