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研究成果の概要（和文）：ヒト歯根膜由来間葉系幹細胞の骨芽細胞分化時に発現する新規遺伝子の探索および作
用の解明を目的として解析を行なった結果、EGFL6（EGF like domain multiple 6）遺伝子に有意な発現変化を
認めた。EGFL6は間葉系幹細胞の骨芽細胞分化に関連する新たな制御因子である可能性が考えられ、骨再生治療
への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：To identify the mechanism of osteoinductive medium (OIM)-induced 
osteoblastic differentiation of human periodontal ligament-derived mesenchymal stromal cells 
(hPDL-MSCs), whole transcriptome analysis and RT-PCR were performed. As a result, 
EGF like domain multiple 6 (EGFL6) was suggested to be involved in osteoblastic differentiation of 
hPDL-MSCs. Transfection of siEGFL6 significantly up-regulated the ALP activity of hPDL-MSCs in all 
samples. Knockdown of EGFL6 enhanced the expression of osteogenic genes, such as RUNX2, BSP, and 
OPN. Therefore, EGFL6 might be a novel regulator of osteogenesis in hPDL-MSCs.

研究分野： 歯周組織再生学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト歯根膜（hPDL）には間葉系幹細胞が含

まれ（Seo et al., Lancet, 2004）、歯根膜

細胞を動物モデルに移植することにより良

好な歯周組織再生が得られることから（Liu 

et al., Stem Cells, 2008）、有用な細胞ソ

ースと考えられる。hPDL から作製した細胞

シート（歯根膜シート）は動物モデルにおい

て骨・歯根膜を含む歯周組織再生に有効であ

ることが示されており（ Iwata et al., 

Biomaterials, 2009; Tsumanuma et al., 

Biomaterials, 2011）、すでに臨床試験も実

施されている。歯根膜シートによる歯周組織

再生は、既存の方法に代わる新たな治療法と

なり得る。歯根膜シート作製時には骨芽細胞

分化誘導培地（OIM）にて骨芽細胞分化誘導

を行っているが、OIM によるヒト歯根膜由来

間葉系幹細胞（hPDL-MSCs）の骨芽細胞分化

メカニズムには明らかでない点も多い。そこ

で申請者らは骨形成と深く関与する WNT シ

グナルに注目し、hPDL-MSCs の骨芽細胞分化

における WNT 関連遺伝子発現の解析を行っ

た（Yamada et al., Biomaterials, 2013）。 

OIM により誘導されるアルカリフォスファ

ターゼ（ALP）活性上昇は WNT シグナル・カ

ノニカル経路の阻害剤である XAV939 (Huang 

etal., Nature, 2009)により濃度依存的に抑

制されたことから、hPDL-MSCs の ALP 活性上

昇は WNT シグナル・カノニカル経路を介する

ことが示された。hPDL-MSCs を OIM で培養し

遺伝子発現を探索した結果、WNT リガンドの

細胞外アンタゴニストである secreted 

frizzled-related protein 3 (SFRP3)の発現

は経時的に上昇したが、SFRP4 の発現は抑制

された。また loss- and gain-of-function 実

験により、SFRP3 は hPDL-MSCs の骨芽細胞分

化を促進する一方、SFRP4 は抑制した。さら

に SFRP3 はノンカノニカル経路の代表的リ

ガンドである WNT5A と結合したことから、

SFRP3 はノンカノニカル経路を抑制するこ

とにより間接的にカノニカル経路が増強さ

れ、hPDL-MSCs の骨芽細胞分化を促進する可

能性が示された。一方、SFRP4 はカノニカル

経路の WNT リガンドと結合することが示唆

さ れ て お り （ Jones SE et al., 

Bioessays,2002）、SFRP4 の発現が抑制され

ることにより SFRP4 によるカノニカル経路

の阻害が解除されカノニカル経路が活性化

し骨芽細胞分化が促進する可能性が示唆さ

れた。これらの結果より、SFRP3 および SFRP4

はそれぞれノンカノニカル経路およびカノ

ニカル経路を介し、hPDL-MSCs の骨芽細胞分

化を制御する可能性が示された。 

 上記の様にSFRP3 およびSFRP4はそれぞれ

ノンカノニカル経路およびカノニカル経路

を介し、hPDL-MSCs の骨芽細胞分化を制御す

る可能性が示されたが、WNT シグナルの作用

は多岐にわたり、また他のシグナル伝達経路

との相互作用も考慮する必要がある。間葉系

幹細胞の骨芽細胞分化においては Runx2, 

Osterix をはじめとする転写因子やサイト

カインが重要な役割を担うことが明らかと

なっているが（Harada and Rodan, nature, 

2003）、骨芽細胞分化に関与するシグナル伝

達経路には未だ不明な点も多い。骨芽細胞分

化調節に関与する分子の同定は治療標的と

なり得るため、骨再生治療の観点からも重要

と考えられる。 

 
２．研究の目的 

 これまでの研究から SFRP3 により骨芽細

胞分化は促進されるため、SFRP3 は歯周病・

骨粗鬆症・関節リウマチなどの骨減少性疾患

に対する新規の治療法への応用が期待され

る。同様に新規遺伝子の発見は OIM による

hPDL-MSCs の骨芽細胞分化メカニズムの解

明につながるとともに、新たな骨再生療法開

発の基盤となるものと期待される。 

 よって本研究は、hPDL-MSCs の骨芽細胞分

化時に発現する新規遺伝子を同定し、機能解

析を行うことにより候補遺伝子の骨芽細胞



分化における作用を明らかにすることを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

 健康なドナーの第三大臼歯より採取した

ヒト歯根膜組織をコラゲナーゼ・ディスパー

ゼにて酵素処理後、初代培養を行い、継代数

４〜７にて使用した。colony forming assay、

differentiation assay （骨・脂肪）を行い、

使用する細胞が間葉系幹細胞様性質を持つ

ことを確認した。hPDL-MSCs をアスコルビン

酸・βグリセロリン酸・デキサメサゾンを含

有する骨芽細胞分化誘導培地（OIM）で 5 日

間培養後、アルカリフォスファターゼ（ALP）

活性測定を行い、14 日間培養後にアリザリン

レッド S染色を行なった。骨芽細胞分化誘導

有りまたは無しにおいて4日・14日間培養後、

total RNA を採取した。リボソーム RNA 除去

および濃縮後、次世代シーケンサーにより骨

芽細胞分化時に発現する遺伝子の探索を網

羅的に解析した。 

 次世代シーケンサーにより有意に発現の

変化が認められた遺伝子（EGF like domain 

multiple 6;EGFL6,）について機能解析を行

った。抗生剤無添加 10％FBS 含有α-MEM 培地

にて歯根膜細胞を播種し 24 時間培養後、濃

度 40ｎMで siRNA（STEAP4, EGFL6, PIP）を

トランスフェクションし、ALP 活性の変化を

検討した。またトランスフェクション 4日後

に RNA を抽出し骨形成関連遺伝子（RUN2, OPN, 

BSP）について qRT-PCR により遺伝子発現解

析を行なった。 
 
４．研究成果  

 まず、今回使用した細胞が間葉系幹細胞様

の性質を有しており、OIM により ALP 活性が

上昇することを確認した。 

 次世代シーケンサーの解析結果より、hPDL

—MSCs の骨芽細胞分化誘導において EGF like 

domain multiple 6（EGFL6）に有意な発現の

変化を認めたため、解析を行った。siRNA に

より EGFL6 ノックダウンを行なった結果、骨

形 成 関 連 遺 伝 子 で あ る Runt-related 

transcription factor 2 (RUNX2) ， bone 

sialoprotein (BSP)，osteopontin (OPN)の

発現上昇が認められた。また、EGFL6 ノック

ダウンによりALP活性の上昇や石灰化ノジュ

ール形成が促進された。 

 実験結果より、骨芽細胞分化において

EGFL6 ノックダウンにより ALP 活性の上昇お

よび骨形成関連遺伝子の発現上昇が認めら

れたことから、EGFL6 はヒト歯根膜由来間葉

系幹細胞の骨芽細胞分化を負に制御してい

る可能性が示唆された。EGFL6 は歯周組織再

生治療に使用するエムドゲインゲルにより

その発現が上昇すること（Barkana et al., J 

Clin Periodontol. 2007）や angiogenesis

と関与することが報告されており（Chim et 

al., J Biol Chem. 2011）、骨を含む歯周組

織再生に深く関与している可能性が考えら

れる。 
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