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研究成果の概要（和文）：歯周炎原因細胞を用いた生体外歯周炎モデルの網羅的遺伝子発現解析により、歯周炎
原因候補遺伝子をリストアップした。この遺伝子産物の働きを抑える因子を使用することで、モデルのコラーゲ
ン分解は顕著に阻害された。これにより、世界で初めての歯周炎分子標的治療が可能となる。なお、歯周炎原因
細胞は通常の歯肉線維芽細胞とは明らかに異なる細胞であることを、理研FANTOM5プロジェクトの支援により証
明することができ、PCRによる原因細胞の検出法も確立した。

研究成果の概要（英文）：We have made a list of candidate genes for periodontitis using gene 
expression profiling data of in vitro periodontitis model which includes periodontitis causative 
fibroblasts. Inhibiting candidate genes products, collagen degradation was significantly decreased. 
It will make possible to molecular targeted therapy for periodontitis for the first time. We also 
demonstrated that periodontitis-causative fibroblasts are clearly different from normal gingival 
fibroblasts supported by RIKEN FANTOM5 Project, and established a detection method by PCR.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は，国民病と言われるほど罹患率が

高いにもかかわらず，その治療法には決め手

を欠いている。特に，歯を喪失する歯周炎に

ついては，その原因が全くと言っていいほど

解明されていない。このため，歯肉炎と同じ

プラークコントロール以外の治療法は，一部

の組織誘導法を除いて現時点では存在しない。

また，歯周炎治療薬として現在使用されてい

るものは主に抗菌薬と抗炎症薬であるため，

未だに有効な原因療法が存在しない。歯周炎

の原因究明が遅れている最大の理由として，

適切な実験動物モデルが存在しないことが挙

げられる。申請者らは，重度歯周炎罹患歯肉

組織由来の線維芽細胞と上皮細胞とを三次元

培養すると，コラーゲンを極度に分解するこ

とを見出し，「生体外歯周炎モデル」を確立

した(Ohshima ら, J Dent Res, 2010, 特開

2010-220561)。このモデルを用い，安全性が

高いとされる生薬のスクリーニングを行って，

いくつかの生薬に顕著なコラーゲン分解阻害

効果があることを見出した(特開2011- 

256136)。従って，生薬中の複数の有効成分を

特定し、かつ、その標的分子を明らかにする

ことで，安全で、臨床効果の高い歯周炎分子

標的治療薬が開発できると考え，本研究を企

図した。 

 
２．研究の目的 
1)「生体外歯周炎モデル」のトランスクリプ

トーム解析により，歯周炎原因候補遺伝子を

リストアップする。 2)リストアップされた遺

伝子の遺伝子産物に対する阻害剤のコラーゲ

ン分解阻害に及ぼす効果を，生体外歯周炎モ

デルを用いて調べる。 3)理研FANTOM5プロジ

ェクトのCAGEデータから，歯周炎関連線維芽

細胞に特異的に発現する遺伝子を検索する。 

4)両者の結果から有効な分子標的治療薬の候

補を絞り込み，生体外歯周炎モデルを用いて

その効果を検討する。 

 
３．研究の方法 

(1) 三次元培養法を用いた「生体外歯周炎モ

デル」（Ohshima ら, J Dent Res, 2010） 

セルマトリックスに再構成用緩衝液，濃縮培

地を加えて冷却しておく。ここにトリプシン

で剥離し，ウシ胎児血清に浮遊させたアグレ

ッシブな線維芽細胞を加えて撹拌し，6 穴プ

レートの各ウェルに注入した。37℃でゲル化

させた後，この上に歯肉上皮細胞を播種した。

次の日，ゲルをウェルの底から浮かせて培養

を継続した。5 日後にゲルをメッシュ上に載

せ，ゲル表面が空気に曝された状態でさらに5 

日間培養を行い、上皮を重層化させた。培養

終了後，ゲルを固定し，パラフィンブロック

を作成後，HE 標本を作製して顕微鏡で観察し

た。なお，残存コラーゲン量を定量する場合

は，空気暴露は行わなかった。 

(2) 遺伝子発現プロファイルの比較（トラン

スクリプトーム解析） 

コラーゲン分解を引き起こす歯周炎原因遺伝

子をトランスクリプトーム解析により検索し

た。ゲルをBioMasher（ニッピ）処理してから，

Trizol（Invitrogen）を用いてRNA を抽出し，

GeneChip（Affymetrix）を用いて遺伝子発現

プロファイルの検索を行い，コントロールと

比較することで，コラーゲン分解を促進する

原因候補遺伝子をリストアップした。また，

同じRNA サンプルを用いてmiRNA の発現プロ

ファイルも調べた。 

(3) 遺伝子発現の定量 

GeneChip およびmiRNA プロファイリングの

結果を解析し，候補となる遺伝子をreal-time 

qPCR（Takara）によって発現レベルを定量化

した。パスウェイ解析によって抽出された興

味ある関連遺伝子も定量的に解析した。 

(4) 理研FANTOM5プロジェクト 

理研FANTOM5プロジェクトにCAGE解析を依頼

したデータから，歯肉線維芽細胞の特徴を，

ついで歯周炎原因細胞の特徴を抽出し，

validationのためにqPCRを行った。 

(5) 分子標的治療薬の候補 



得られた遺伝子発現データから治療標的候補

となる分子を選び，その遺伝子産物に対する

阻害剤の効果を試した。 

 
４．研究成果 

歯周炎分子標的治療薬の開発を目指すに

あたり，申請者らが歯周炎原因細胞と推定し

ている歯周炎関連線維芽細胞を用いた「生体

外歯周炎モデル」において，コラーゲン分解

の進行に伴い発現が上昇する遺伝子をマイ

クロアレイでピックアップした。3 ペアの解

析で発現上昇がみられた遺伝子は 42 あり，

さらにクローン化した細胞を用いてモデル

を構築してマイクロアレイ解析し，結果を重

ね合わせたところ，22 遺伝子まで絞り込むこ

とができた。これらの遺伝子の内，線維芽細

胞に高発現して 11 種の遺伝子に関して qPCR

で validation を 行 ったところ， FLT1 

(VEGFR1)が歯周炎原因遺伝子の最有力候補

として浮上した（図 1）。VEGFR キナーゼ阻害

剤によりコラーゲン分解は阻害されたが高

濃度が必要であっため，FLT1 の miRNA をレン

チウイルスベクターで transfect して RNAi

を行った。その結果，明らかにコラーゲン分

解が阻害されたため，FLT1 が歯周炎原因遺伝

子である可能性が最も高いことが判明した。 

 

図 1 生体外歯周炎モデルのコラーゲン分

解に伴う FLT1 発現の経日変化 

 

VEGFR キナーゼ阻害剤は TIMPs の発現を誘導

するため，コラーゲン分解阻害は主に TIMPs

の働きによるものと推測された。また，免疫

染色によりリン酸化 FLT1 が歯周炎関連線維

芽細胞を埋入したゲルおよび歯周炎罹患歯

肉で観察されたことから，生体内でも FLT1

のリン酸化の下流でコラーゲン分解が起こ

っていることが推測できた。また，二次元培

養でも歯周炎関連線維芽細胞では FLT1 の発

現が顕著に高いため，qPCR を用いた細胞検出

方法を確立した。 

これまでに GeneChip 解析したモデルを

pathway 解析ソフトによりメタ解析を行った

ところ、HGF がよりリスクの高い原因候補遺

伝子である可能性が浮上した。HGF はこれま

でに申請者らが歯周炎特異的かつ有用なマ

ーカーとして歯肉溝滲出液から検出し、報告

した因子である（Ohshima M, et al., J 

Peridontal Res, 2002）。さらに HGF は、破

骨細胞の分化と活性化を担う因子あること

が報告されており（Knowles and thanasou, 

2009）歯周炎による骨吸収には HGF が関与し

ている可能性が大きいことが判明した。そこ

で各種の方法で「生体外歯周炎モデル」にお

ける HGF シグナルを阻害したところ、確かに

コラーゲン分解が抑制された。この成果を

「歯周炎治療薬及び歯周炎治療用組成物」と

して特許出願した。 

また、理研 FANTOM5 の CAGE データ解析か

ら、歯周炎関連線維芽細胞では DLX5 と Runx2 

p1が発現していないことを見出した（図2）。

これは遺伝子ごとに転写開始点を調べられ

る CAGE 法の特徴を活かした発見であった。

これにより、歯肉線維芽細胞と、歯周炎原因

細胞と考えられる歯周炎関連線維芽細胞と

が明らかに異なる細胞であることが証明で

き、さらに qPCR でこの細胞を検出する方法

として確立できた。 

 

図 2 PAFs と nonPAFs における Runx2 p1

発現の相違 



これに加えて、歯周炎治療薬の効果をモニ

ターするための歯肉溝滲出液中のmiRNAを用

いた生物学的診断法を開発した（図 3）。

 
図 3 歯周炎罹患部位と健常部位における

GCF 中の miRNA 発現パターンの相違 
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