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研究成果の概要（和文）：　歯根膜組織、歯肉組織のエピゲノム解析を遂行した。ヒストンH3k9me1、H3k9me2に
違いがみられ歯根膜線維芽細胞で強いモノメチル修飾が観察された。メチル化酵素発現については遺伝子レベ
ル、タンパク質レベルともにGlpとG9a発現に差を認め、どちらも歯肉に比較して歯根膜で高い発現が観察され
た。
　ヒト歯肉、歯根膜線維芽細胞セルラインを用いたin vitroでの比較解析でも歯肉線維芽細胞に比較して歯根膜
線維芽細胞でGlpとG9aの高い発現を確認した。遺伝子発現マイクロアレイ解析で発現が大きく異なる遺伝子のう
ち転写因子に着目して10遺伝子まで絞り込みを行った。

研究成果の概要（英文）： Epigenetical regulation of the phenotype of the periodontal ligament 
fibroblast was examined and compared with that of the gingival fibroblast using experimental rats. 
There are differences in the expression of monomethylated Histone H3K9 and dimethylated Histone 
H3K9, and PDL fibroblast exhibited intense expression of monomethylated Histone H3K9. Among known 
methyltransferases, Glp and G9a were shown difference in the expression between gingival and PDL 
fibroblasts. PDL fibroblasts expressed more intense Glp and G9a expression.
 These data obtained by animal experiments were confirmed in the cell culture experiments using 
human gingival and PDL fibroblast cell lines. Then we compared gene expression using microarray, and
 narrowed down the candidate genes to 10, including transcription factors.  

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯根膜　エピジェネティクス　G9a　歯肉　Glp
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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 
歯根膜は形態学的に結合組織として分類

され、その歯根膜の主要な細胞である歯根膜
線維芽細胞は紡錘形をした細胞として形態
学的に線維芽細胞として分類されている。し
かし、歯根膜線維芽細胞は通常の結合組織、
例えば皮下や歯肉下の結合組織の線維芽細
胞と異なる性質を有している。歯根膜線維芽
細胞は多くの研究において骨芽細胞やセメ
ント芽細胞の供給源、あるいは両細胞に分化
すること(multipotency)が報告されている。 
また、矯正的な歯の移動における組織変化

では、歯根膜の線維芽細胞が歯根膜の修復
(歯根膜線維の吸収と形成)ばかりでなく、骨
芽細胞やセメント芽細胞に分化し歯槽骨や
セメント質の形成に関与するという報告が
ある(Takayanagi et al. Nature 408, 2000, 
Yoshiki et al. Biotech Histochem 75, 2000)。 
研究代表者は、これまで歯を移動した際の

歯根膜の組織変化についての組織学的・免疫
組織化学的研究や分子生物学的研究等から、
歯根膜線維芽細胞が通常の皮下や歯肉下の
結合組織の線維芽細胞とは異なり、骨芽細胞
と同様の alkaline phosphatase 活性を有し
（Nakamura et al. Histochem Cell Biol 121, 
2004）、石灰化誘導培養では石灰化物を産生
すること、TGF-β（Oikawa et al. European 
J Orthod, 33, 2010）, Periostin, CTGF (Choi 
et al. J Periodontal Res. 46, 2011)など
を含めて多くの遺伝子の発現が異なること、
さらには iPS 細胞樹立時にヒト歯根膜線維
芽細胞がcell source としても非常に高い樹
立 効 率を示 す ことな ど を明ら か に し 
(Nomura et al. Histochem Cell Biol 
137,2012)、前述したように歯根膜線維芽細
胞 が 他の線 維 芽細胞 と は異な り 高 い
multipotency を有していることを報告して
きた。 
最近、エピジェネティクスが細胞や組織の

発生•分化•リプログラミングなどにおいて、
あるいはさまざまな生命現象に関与するこ
とが明らかになってきた。エピジェネティク
スは DNA 配列によらない遺伝情報の発現制
御であり、体細胞ではその状態が伝承される。
また、成体では組織幹細胞や細胞分化の制御
のために必須の機構である。このエピジェネ
ティクスはヒストン化学修飾、DNA メチル化
修飾、ポリコーム群タンパク質、クロマチン
リモデリング因子によって担われ、ゲノムイ
ンプリンティング、X 染色体不活性化、組織
特異的な遺伝子発現に関与するといわれて
いる。 
研究代表者らは過去数年にわたり、歯と歯

周組織の発生•分化過程における形質発現制
御についてエピジェネティクスという観点
から研究し、歯根膜の発生原器である歯小嚢
含めた形質発現にエピジェネティクスな制
御、とりわけヒストン（H３）リジン（K９）
のメチル化（ヒストンの化学修飾）に関連す
る 

酵 素 群 に つ い て RT —PCR 、 in situ 
hybridization, 免疫組織化学、western blot 
法を用いて検討し、これら組織の発生•分化
過程における形質発現制御に H3K9 のメチル
化が重要であることを報告してきた（2014 
年日本骨代謝学会優秀ポスター演題賞受賞、
Histochem Cell Biol 143, 2014）。 
以上を考慮すると、この歯根膜線維芽細胞

での他の線維芽細胞との異なる形質発現は
エピジェネティクスな制御、特に H３K９のメ
チル化の影響を受けているものと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
歯根膜線維芽細胞は他の結合組織の線維

芽細胞と比較してその遺伝子情報としての
表現型(phenotype)である形質発現が異なる
ことが明らかになっている。しかしながら、
この形質発現の違いのメカニズムについて
は全く明らかにされていない。 
本研究では、歯根膜線維芽細胞と通常の線

維芽細胞（歯肉線維芽細胞）についてエピジ
ェネティクスという観点から H3K9 のメチル
化酵素群に焦点をあて、歯根膜線維芽細胞と
歯肉線維芽細胞との違いを明らかにする。
H3K9 は、転写制御の働きをしていることが
分かっているが、具体的には両細胞の H3K9 
metyltransferase 群の G9a, Glp, Suv39hl, 
Prdm2 についてその発現局在について免疫
組織化学的、in situ hybridization、real 
time-PCR, ならびに Western blot 法にて検
討し、H3K9 メチル化修飾酵素を介したヒス
トンリジン残基のメチル化が歯根膜線維芽
細胞の形質発現にいかなる役割を果たして
いるかを解明する。 
歯根膜線維芽細胞もその他の結合組織の

線維芽細胞も間葉系細胞から分化すると考
えられているが、上述したように両者は異な
る酵素活性や遺伝子発現を示すという所見
は多くみられる。そして、この歯根膜線維芽
細胞は骨芽細胞やセメント芽細胞に分化す
る能力を持っており、multipotent な細胞で
あることを示す所見も多く報告されている
(Zhou et al. J Periodontal 79,2008)。し
かしながら、この歯根膜線維芽細胞の特徴を
決定付ける因子等の報告はなく、形態学的所
見のような状況証拠的所見に基づいている
のが現状である。 
本研究では、この歯根膜線維芽細胞の形質

発現ついて、これまで行われている DNA 配列
による遺伝情報やシグナリングだけではな
く、エピジェネティクスという観点から、直
接的な分化の過程を明らかにするものであ
り、非常に独創性の高いものである。この結
果が歯根膜線維芽細胞の形質発現の解明に
貴重な貢献をするものと確信している。さら
に、この研究が歯根膜組織の解明とともに、
他細胞からの歯根膜組織の再生研究にも新
機軸を開くものと確信している。 
 



３．研究の方法 
本研究ではヒストン(H3)リジン (K9) 

metyltransferases (H3K9MT) 発現をラット
臼歯部歯根膜と歯肉で検討し、その結果を培
養歯肉線維芽細胞に適用し、検討するという
in vivo と in vitro 研究より構成される。 
【解析項目】 
(1)ラット臼歯部歯根膜と歯肉における
H3K9MT 群の G9a, GLP, Setdb1, PRDM2（RIZ1）
の発現局在、ならびに H3K9 メチル化(モノメ
チル化：me1,ジメチル化：me2, トリメチル
化：me3)の分布について免疫組織化学的に観
察し、酵素の存在とメチル化の分布について
検討する。 
(2)歯根膜と歯肉での Real time-定量 PCR 法
と Western blot 法を用いて、その H3K9 の
メチル化修飾レベルについて検討し、歯根膜
線維芽細胞に特有の H3K9MT を特定する。 
(3)培養歯肉線維芽細胞を用いて歯根膜線維
芽細胞に特有の H3K9MT、あるいはその遺伝子
を導入しそれらの細胞内動態と歯根膜線維
芽細胞特有の遺伝子発現を検索する。 
(4)上記ヒストンメチル化修飾で発現制御を
受ける遺伝子の同定以上より、歯根膜線維芽
細胞の形質発現制御のメカニズムを解明す
る。 
【具体的な研究方法】 
(1)H3K9MT 群 酵 素 と H3K9 メ チ ル 化
（H3K9me1,2,3）の局在と分布について検討 
① 10 週齢ラットを 4％パラフォルムアルデ
ヒドで固定 
② 歯肉を含む上顎第一臼歯部を採取 
③ EDTA 脱灰（3 週間）、エタノール・キシ
レンによる脱水、パラフィン包埋、5μm厚の
連続切片作製 
④ 形態観察：H-E 染色 
⑤ 免疫組織化学的観察： H3K9MT の抗体な
らびに H3K9me1,2,3 の抗体 
以上より、歯根膜と歯肉における局在を検討
する。 
(2)H3K9MT 群酵素の Real time-定量 PCR 法
による解析 
Real time-定量 PCR 法 
① ラット上顎部の凍結固定 
② 上顎第一臼歯の凍結切片を作成 
③ Laser capture microdissection (LCM)に
よる歯肉・歯根膜と歯根膜の採取 
④ RNA の精製、増幅 
⑤ cDNA の精製 
⑥ real-time PCR 測定：G9a, GLP, Setdb1, 
PRDM2 について測定（Primer sequence は
Ideno et al.Gene Expr patterns 13, 2013 に
準拠） 
(3)H3K9MT 群酵素の Western blot 法による
解析  
① ラット上顎部の凍結固定 
② 上顎第一臼歯の凍結切片を作成 
③ Laser capture microdissection による
歯肉下結合組織と歯根膜の採取 
④ ヒストンの精製アクリルアミドゲル（SDS 

に抜き）による SDS-PAGE 
⑤ 至適ヒストン量の検定 
これら遺伝子・タンパクレベルの解析を行い
得られた結果を精査し、歯根膜線維芽細胞の
形質発現に関与する候補遺伝子について、そ
の遺伝子あるいはタンパクを歯肉線維芽細
胞に導入し、それらの細胞内動態と歯根膜線
維芽細胞特有の遺伝子発現について検討す
る。 
 
４．研究成果 
(1)ヒストンメチル化修飾について 
ヒストンメチル化修飾には H3k9me1(モノ

メ チ ル 化 ）、 H3k9me2( ジ メ チ ル 化 ） と
H3k9me3(トリメチル化）があり、その３種に
ついて検討した。 
① H3k9me1 は歯根膜線維芽細胞、骨膜骨芽細
胞にその局在が観察されたが、歯肉線維芽細
胞にはほとんど認められなかった。 
② H3k9me2 はやはり H3k9me1 と同じく歯根膜
線維芽細胞、骨膜骨芽細胞にその局在が観察
された。しかし歯肉線維芽細胞にはほとんど
認められなかった。 
③ H3k9me3 は歯根膜線維芽細胞、骨膜骨芽細
胞ならびに歯肉線維芽細胞にわたって観察
された。 
以上から、免疫組織学的観察では、歯根膜

線維芽細胞、骨膜骨芽細胞ならびに歯肉線維
芽細胞では H3k9me1、H3k9me2 酵素の局在に
違いがみられ、両者の細胞のエピジェネティ
ックな違いがあることが明らかとなった。 
(2)メチル化修飾酵素発現について 
H3K9 のメチル化に関与するといわれてい

る酵素、G9a, Glp, Suv39h1, Suv39h2, Prdm2, 
Setdb1についてその遺伝子発現をreal-time 
RT-PCR にて検討した。まず最初に、ラット第
一臼歯の歯周組織を含む凍結連続切片をス
ーパーハードナイフを使用して作製し、その
凍結切片からレーザーキャプチャーマイク
ロダイゼクション法を用いて歯根膜と歯肉
の結合組織の採取した。そして、それらの資
料を用いて G9a, Glp, Suv39h1, Suv39h2, 
Prdm2, Setdb1 の遺伝子をRT-PCR の結果、Glp
と G9a に発現を認めた。両者の発現の強度は
Glp の方が G9a よりも強発現しているものと
考えられた。一方、その他の酵素の遺伝子発
現については認められなかった。 
次に Glp と G9a について、その歯周組織内

での発現局在について、免疫組織学的に検討
した。すなわち、上述した凍結切片を用いて、
歯根膜と歯肉結合組織における Glpと G9a の
局在を調べた。その結果、昨年の H3K9 のメ
チル化の発現と同様に、Glp と G9a ともに骨
芽細胞と血管内皮細胞にその強い発現が認
められた。そこで Glp と G9a の免疫染色の定
量化を試みたところ、Glp では歯肉よりも歯
根膜で有意に強い染色性が認められた。G9a
も歯根膜で歯肉よりも強い染色傾向を示し
た。 
以上から、歯根膜での H3K9 のメチル化に



は Glpと G9a が関与していることが示唆され
た。 
(3)in vitro 解析 
ヒト歯肉、歯根膜線維芽細胞セルラインを

用いて in vitro での比較解析を行うことと
し、ラットで得られたデータの再現性がある
かを確認した。 
ヒト歯肉に比較して歯根膜線維芽細胞で

Glp と G9a の高い発現を確認した。 
歯肉セルラインと歯根膜線維芽細胞セル

ラインの遺伝子発現マイクロアレイ解析か
ら、発現が大きく異なる遺伝子のうち転写因
子に着目して 10 遺伝子まで絞り込みを行っ
た。 
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