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研究成果の概要（和文）：　本研究課題は、マトリックス分解酵素カテプシンAの硬組織代謝への関わりを解明
することを目的として行われた。
　カテプシンA阻害剤Ebelactone Bをマウス歯根膜細胞株（MPDL22）に添加し、Ebelactone Bが　MPDL22の骨芽
細胞への分化に及ぼす影響を検討したところ、Ebelactone Bは石灰化関連因子I型コラーゲンの発現を減少させ
た。次に日本人侵襲性歯周炎患者におけるカテプシンAの遺伝子多型解析を行ったところ、疾患群においてカテ
プシンAの一塩基多型rs181943893が多くみられることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to understand the effects of cathepsin A on 
the cytodifferentiation of periodontal ligament cells.
 Mouse periodontal ligament cells (MPDL22) were incubated with cathepsin A inhibitor Ebelactone B 
and calcification-related gene expression was assessed by real-time PCR. As a result, Ebelactone B 
clearly inhibited the expression of calcification-related genes such as osteopontin and type I 
collagen. We next evaluated genetic risk factors of cathepsin A for aggressive periodontitis in a 
Japanese population through exome sequencing. One of a single nucleotide polymorphism (SNP) in 
cathepsin A, rs181943893, showed significant different minor allele frequency (MAF) through a 
case-control exome sequencing.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病の進行により喪失された歯周組織
を元の形態に回復させることは、歯周治療学
における最終目標の一つであり、これまでに
数多くの歯周組織再生療法が提案されてい
る。しかしながら、骨・セメント質等の硬組
織形成を制御する分子機構は未だ十分に解
明されているとは言えず、その詳細な分子機
構を人為的に制御することにより、歯周組織
の再生効率を高めようとする試みは、有効か
つ安全な歯周組織再生医療を開発するため
の極めて重要な研究課題として残されてい
る。 
歯周組織を構成する骨・セメント質といっ
た硬組織の主成分の一つに細胞外マトリッ
クスがある。コラーゲンやプロテオグリカン
に代表される細胞外マトリックスは骨・軟骨
の主成分であることから、その発現制御に関
わるマトリックス分解酵素は骨・軟骨の恒常
性維持に非常に重要な役割を演じているこ
とが既に報告されている（Paiva KB et al., 
Arch Biochem Biophys, 2014）。近年になり、
骨・軟骨のみならず歯周組織の恒常性維持に
対してもマトリックス分解酵素が関与して
いることが明らかになりつつある。マトリッ
クス分解酵素はマトリックスメタロプロテ
アーゼ（MMP）やカテプシンなどに分類され、
歯周病疾患関連遺伝子の探索を目的とした
SNP 解析により、MMP-1/3 が歯周病疾患関連
遺伝子の一つである可能性があること
（Kobayashi T et al., J Dent Res, 2009）、
永久歯の歯周組織や歯槽骨が高度に破壊さ
れるパピヨンルフェーブル症候群では、カテ
プシンCが原因遺伝子であることが報告され
ている（Toomes C et al., Nat Genet 1999）。
そして興味深いことに、カテプシン Kと歯周
組織の破壊の関連性を示唆する報告も近年
なされている（Beklen A et al., Oral Dis 
2014）。カテプシン A はリソソーム病ガラク
トシアリドーシスの原因遺伝子で、カテプシ
ン Aの異常により粗な顔貌・骨の変形等の症
状が生じることが報告されている。in vitro
の実験からも、カテプシン Aが破骨細胞の形
成・分化に関与していることが報告されてい
ることから、カテプシン Aも硬組織の恒常性
維持に重要な役割を担っているものと考え
られる。このことから、カテプシン Aが歯周
組織の恒常性維持に関与している可能性が
強く示唆されるが、その可能性の検証、詳細
なメカニズムについては、未だかつて検討さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで明らかとされていな
かったカテプシンAの歯周組織の恒常性の維
持ならびに歯周組織再生への役割を、in 
vitro ならびに in vivo の解析を通じて解明
し、得られた知見を新規歯周組織再生療法開
発へとフィードバックすることを目的とす
る。 

 
３．研究の方法 
（１）歯根膜細胞におけるカテプシン Aの発
現の検討 
歯根膜細胞におけるカテプシンAの発現を
検討することを目的として、マウス歯根膜細
胞株（MPDL22）ならびにポジティブコントロ
ールとしてマウス筋芽細胞株（C2C12）より
cell lysate ならびに mRNA を抽出し、それぞ
れ抗カテプシンA抗体を用いたウエスタンブ
ロット法ならびにカテプシンA特異的なプラ
イマーを用いて RT-PCR 法を行った。 
 
（２）カテプシン A 阻害剤 Ebelactone B の
カテプシン A抑制効果の検討 
選択的カテプシン A 活性制御化合物
Ebelactone B のカテプシン A抑制効果を検討
することを目的として、MPDL22 を精製水にて
懸濁後、Ebelactone B を添加し、Cathepsin A 
enzyme assay を行った。 
 
（３）MPDL22 における Ebelactone B の歯根
膜細胞の骨芽細胞への分化に対する効果の
検討 
Ebelactone Bの歯根膜細胞の骨芽細胞への
分化に対する効果の検討することを目的と
して、MPDL22 に Ebelactone B を添加し、石
灰化誘導培地（MEM 培地に、グリセロリン
酸 5 mM とアスコルビン酸 50 ug/ml を添加）
で6日間培養後に回収し、Cathepsin A enzyme 
assayならびにリアルタイムPCR法を行った。
リアルタイム PCR 法では、石灰化関連因子で
あるオステオポンチン、I 型コラーゲン、オ
ステオネクチンのプライマーを用いた。 
 
（４）日本人侵襲性歯周炎患者におけるカテ
プシン Aの遺伝子多型解析 
大阪大学歯学部附属病院口腔治療・歯周科
を受診し、日本歯周病学会の診断基準に基づ
いて侵襲性歯周炎と診断された患者（40 名）
ならびに健康人（30 名）について、事前に十
分な説明を行いインフォームドコンセント
が得られた被験者から血液を採取しゲノム
DNA を抽出した（大阪大学ヒトゲノム研究承
認番号 629-3）。得られたゲノム DNA を用いた
エクソームシークエンスを行い、カテプシン
A の遺伝子多型解析を実施し、侵襲性歯周炎
患者と健康人におけるカテプシン Aの SNP の
マイナーアレル発現頻度（MAF）を、カイ二
乗検定を用いた統計学的手法により比較検
討し、p値、オッズ比、95%信頼区間を算出し
た。 
 
４．研究成果 
（１）歯根膜細胞におけるカテプシン Aの発
現の検討 
ウエスタンブロット法ならびに RT-PCR 法
の結果、MPDL22 および C2C12 においてカテプ
シン Aが発現していることが確認できた（図
-1A、B）。 



（図１） 
（A）MPDL22 ならびに C2C12 より cell lysate
を回収し、抗カテプシン A抗体を用いたウエ
スタンブロット法を行った。 
（B）MPDL22 ならびに C2C12 より mRNA を回収
し、RT-PCR 法を行った。 
 
（２）カテプシン A 阻害剤 Ebelactone B の
カテプシン A抑制効果の検討 
MPDL22 を精製水にて懸濁後、Ebelactone B
を添加し、Cathepsin A enzyme assay を行っ
たところ、30 uM の Ebelactone B を添加する
ことにより、MPDL22 においてカテプシン Aの
酵素活性が減弱していることが明らかとな
った。 

（図２） 
MPDL22 を精製水にて懸濁後、30 uM の
Ebelactone B を添加し、37℃で 30 分間イン
キュベートした。反応終了後、355/460nm 波
長で分光吸光度計を用いて Cathepsin A 
enzyme activity を計測した。 
 
（３）MPDL22 における Ebelactone B の歯根
膜細胞の骨芽細胞への分化に対する効果の
検討 
MPDL22 に Ebelactone B を添加し、6 日後に
回収し Cathepsin A enzyme assay を行った
ところ、Ebelactone B 30 uM 添加により、カ
テプシンAの酵素活性が減弱していることを
見出した（図３-A）。次に、同様の培養条件
下において、石灰化関連因子の発現をリアル
タイム PCR 法にて検討したところ、
Ebelactone B添加により、オステオポンチン、
I 型コラーゲン、オステオネクチンの発現が

有意に減少していることが明らかとなった。 

（図３） 
MPDL22 に 30 uM の Ebelactone B を添加し、
石灰化誘導培地で 6 日間培養後に回収した。 
（A）Cathepsin A enzyme assay を行った。 



（B）オステオポンチン、I型コラーゲン、オ
ステオネクチンの mRNA 発現をリアルタイム
PCR 法にて検討した。 
 
（４）日本人侵襲性歯周炎患者におけるカテ
プシン Aの遺伝子多型解析 
研究開始当初に同意が得られた 13 名の侵
襲性歯周炎患者を対象としたエクソームシ
ークエンスを実施したところ、平均深度（解
析時に配列を読まれた回数）は 131.5 であっ
た。平均深度が 100 以上であればエクソーム
シークエンスの精度は十分と判断されるこ
とから、本研究でのエクソームシークエンス
の精度を適切であると判断した。深度 10 以
上のカバー率は 98.6％であった。エクソーム
シークエンスの結果より構築されたデータ
ベースを用いて遺伝子多型解析を行ったと
ころ、1名につき平均 77,802 個の SNP を有す
る新たなデータベースが得られた。得られた
データベースを用いて、1000 genome データ
ベースにおいて MAF が 1%以下で、13 検体中 5
検体以上にみられる SNP を抽出したところ、
約 400 遺伝子が同定された。その中で、カテ
プ シ ン A の SNP rs181943893
【（NM_000308.3:c.108G>C)、108 番目の塩基
が G から C 置換される SNP）に注目した。侵
襲性歯周炎患者 40検体および健康人 30検体
についてサンガー法による遺伝子多型解析
およびカイ二乗検定を用いた統計学的解析
を実施したところ、rs181943893 の MAF は侵
襲性歯周炎患者群 27.5％であったのに対し、
対照群では 10%であったことから、侵襲性歯
周炎患者においてrs181943893のマイナーア
レル発現頻度が有意に高いことが明らかと
なった（p値：0.010、オッズ比：3.414、95%
信頼区間：1.287-9.058）。 
以上の結果より、カテプシン Aが歯根膜細
胞の骨芽細胞への分化を促進していること
が明らかとなった。また、侵襲性歯周炎疾患
群と対照群において、カテプシン A の SNP 
rs181943893 の MAF に統計学的有意差を認め
たことから、カテプシン Aが日本人における
侵襲性歯周炎の疾患関連遺伝子であること
が示唆された。すなわち、rs181943893 によ
りカテプシン Aの活性が低下することで、歯
根膜組織の恒常性維持が破綻することによ
り、侵襲性歯周炎の発症・進行が惹起される
と考えられた。 
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