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研究成果の概要（和文）：歯周病は加齢に伴い罹患率が増加し、歯周組織の喪失を伴う慢性炎症性疾患である。
よって、細胞レベルでの生物学的老化の関与が強く示唆される。MicroRNA(miRNA)は、ストレス応答性の小分子
RNAであり、老化o寿命の制御に関わることが報告されている。我々が、遺伝子網羅解析により同定したmiR-34a
は、老化歯根膜に強発現しており、長寿遺伝子、NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素SIRT1を標的遺伝子とし
ていた。本研究により、老化歯根膜細胞におけるmiR-34aによるSIRT1の発現制御が、歯周組織における歯根膜の
幹細胞性喪失の一端を担うことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is characterized as an age-dependent chronic disease with 
tissue destruction caused by dental plaque. Accumulation of environmental stress, such as 
bactericidal infection, ROS and traumatic occlusal force is thought to induce senescence in 
periodontal tissue at cellular level. We previously reported that senescent human periodontal 
ligament cells (HPDL) secrete various inflammatory cytokines, referred to as the 
senescence-associated secretory phenotype (SASP). Moreover, senescent HPDL showed the diminished 
stem cell property. A comprehensive analysis of microRNA identified miR-34a which is preferentially 
expressed in senescent HPDL as a regulator of cellular senescence. While miR-34a expression was 
elevated, SIRT1 expression was decreased in senescent HPDL. Exogenous miR-34a treatment induced IL-6
 production in HPDL by targeting SIRT1. miR-34a-SIRT1 pathway may participate in stem-cell aging in 
senescent HPDL.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周病　老化
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1. 研究開始当初の背景 
 
 ヒトは、加齢（Aging）に伴い免疫系、内
分泌系、神経系を統べる生体システムが低下
し、各種臓器の機能不全を特徴とした全身の
老化（Senescence）が進行する。また、糖尿
病、動脈梗塞性疾患、リウマチ性疾患などの
成人性疾患の基礎病態として加齢性の慢性
炎症が注目されている。このような老化に伴
う臓器の機能低下の原因として、細胞レベル
での老化、すなわち“細胞老化説”が有力視
されている。老化臓器において、構成細胞な
らびに幹細胞は、その増殖能の低下により組
織の修復•治癒を遷延すること（ステムセル
エイジング）、近年になり、老化細胞が炎症
性サイトカインやケモカイン、マトリックス
分解酵素（以下 MMPs と略す）を高分泌する
SASP （ Senescence associated secretory 
phenotype）随伴現象が明らかとなり、臓器
に老化性炎症を誘導する機構が細胞レベル
で明らかとされつつある。 
 歯周病の発症と進行において、加齢は重要
なリスク因子の一つである。臓器へとつなが
る第一関門である口腔において、歯周組織は
細菌種、活性酸素種、メカニカルストレスな
どの老化誘導ストレスに暴露されることか
ら、老化が及ぼす影響は甚大と考えられる。
しかしながら、いかなる分子機構によって歯
周組織の老化が進行し、慢性炎症を伴う組織
破壊へに至るかは未だ不明である。そこで、
申請者は “高齢者に特徴的な歯周病の病態
形成には、老化細胞が関与している”との仮
説のもと、歯周組織における老化細胞の同定
と同細胞の機能解析に取り組んでいる。 
歯根膜細胞は、豊富な細胞外基質タンパク
（ECM）を産生することで歯根膜の生理的特
性を担うのみならず、骨芽細胞、セメント芽
細胞へ分化する能力を維持することで、硬組
織代謝を担う幹細胞性を有し、歯周組織再生
の鍵となる細胞である。よって、申請者らの
グループは、初代培養ヒト歯根膜細胞を用い
た in vitro 複製老化モデルを樹立し、老化
ヒト歯根膜細胞の機能解析に取り組んでい
る。実験当初の研究成果より、ヒト歯周組織
においても老化細胞由来の慢性炎症を示唆
する基礎データが得られたことより、歯根膜
細胞に特徴的な生理作用を調節制御する
miRNA を同定するために microRNA アレイ
(2000 プローブ)による解析を実施し、老化歯
根膜細胞に高発現しているmiRNA種群を同定
した。その中で、歯根膜における細胞老化の
制御因子の候補として、発現頻度が上位に位
置する、miR-34a に着目した。miR-34a は、
ガン抑制遺伝子p53によって発現が誘導され、
細胞周期制御サイクリン依存性キナーゼ
CDK4/6、アポトーシス制御 BCL2 を標的遺伝
子とし、機能阻害することが報告されている。
興味深いことに、miR-34a ノックアウトマウ
ス由来の体細胞に山中４因子の遺伝子導入
により、iPS 細胞の誘導効率の向上が報告さ

れており、miR-34a が幹細胞性の維持に重要
であることが示唆されている。また、申請者
は、バイオインフォマティクス解析により、
miR-34a が、幹細胞ニッチェへの分化に重要
な NOTCH、長寿遺伝子 SIRT1 を標的遺伝子と
することを見つけたことより、miR-34a が歯
根膜の幹細胞性の制御を介して歯周組織の
恒常性維持に果たす役割は大きいと予測し
た。そこで、本研究においては、miR-34a が
歯根膜の恒常性維持に果たす役割、とりわけ
細胞老化（Cellular senescence）が幹細胞
老化(ステムセルエイジング)に及ぼす影響
を解析し、老化歯周組織の破綻の原因として、
幹細胞能の低下による組織喪失と治癒の遷
延のメカニズムの解明に取り組む本研究の
着想に至った。 
 
2. 研究の目的 
  
 歯周病は、加齢に伴い疾患罹患率並びに重
篤度が増加する慢性炎症性の疾患であり、加
齢が重要なリスク因子の一つであることが
疫学的に証明されている。現在、加齢に伴っ
て臓器の機能が低下し、生体の老化現象が進
行する原因の一つとして、「細胞老化」説が
有力視されているが、歯周病における老化細
胞の役割は未だ不明である。 
 本研究では、歯周組織の老化過程を in 
vitro モデルにて構築し、歯根膜細胞の細胞
老化の分子機構を microRNA（miRNA-34a）に
焦点をあて検討する。得られた分子情報を in 
vivo 動物モデルで検証することで、歯周組織
老化の分子病態を解明し、新規の歯周病診断
法、再生治療法開発の為の基盤情報とする。 
 
3. 研究の方法 
 
 本研究課題では、歯周組織の老化過程を in 
vitro モデルにて構築し、歯根膜の細胞老化
ならびに幹細胞老化（ステムセルエイジン
グ）を miR-34a を中心とした分子機構として
解明する。歯根膜細胞は、豊富な ECM タンパ
クを産生することで歯根膜の物理的特性を
担うのみならず、骨芽細胞、セメント芽細胞
へ分化することで硬組織代謝を担う幹細胞
能を有し、歯周組織恒常性の維持、組織再生
の鍵となる細胞である。 
そこで、次の項目について解析を行った。 
 
①miR-34a が歯根膜細胞の幹細胞能に及ぼす
影響を in vitro モデルにて検討する。 
②メカニカルストレス、細菌性刺激、活性酸
素種などの老化誘導ストレスが、歯根膜細胞
におけるmiR-34a機能をどのように調節制御
しているか検討する。 
③In vivo 歯周病モデルを用いて、歯周組織
老化おける miR-34a の生理作用を検討する。 
 
 
 



 
４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 平成 28 年度は、ヒト歯根膜細胞の老化過
程において、miR-34a がいかなる分子メカニ
ズムで幹細胞能を制御しているかについて、
細胞、分子レベルで検討した。初代ヒト歯根
膜細胞（HPDLs）に継代培養を繰り返し、複
製老化を誘導し、HPDLs の細胞老化機構につ
いて検討した。p16、p21 等の細胞周期制御タ
ンパクの発現ならびに SA- Gal 活性の増強
を確認することで、老化 HPDLs への誘導なら
びに樹立を確認した。老化 HPDLs は、SASP
（ Senescence associated secretory 
phenotype）随伴現象の代表的な炎症タンパ
クである炎症性サイトカイン、ケモカイン、
IL-6,IL−８と、各種の MMPs 産生の増強を示
した。興味深いことに、老化 HPDLs は、細胞
運動能の低下を示し、HPDLs に特異的な細胞
外マトリクス(ECM)タンパクの一つである、
Periostin 産生の異常を認めた。 
 
 In vitro 複製老化誘導過程において、継代
数の異なる細胞における幹細胞の割合を、幹
細胞の表面抗原マーカーの一つである SSEA3
と CD105 について、FCM 解析にて比較、検討
した。その結果、継代を経た老化 HPDLs にお
いては、CD105 陽性細胞の割合は変動しない
ものの、SSEA3 陽性細胞の割合は著明に減少
することを見出した。 
 老化 HPDLs においては、miR-34a の発現が
増加する一方で、標的遺伝子である長寿遺伝
子、NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素
SIRT1 の発現が減少していることを、Western 
blot 法、細胞免疫染色法によりタンパクレベ
ルで、リアルタイム PCR 法により遺伝子レベ
ルで確認した。 
 また miR-34a（hsa-miR-34a）の RNA 配列を
模倣して人工合成した mimic miRNA あるいは、
相補配列で阻害作用をもつ microRNA 阻害剤
(inhibitor miRNA)を老化 HPDLs、正常 HPDLs
に遺伝子導入し、その生理的役割を検討した。
その結果、miR-34a mimic の導入により、正
常 HPDLs において、SIRT1 の発現がタンパク
レベル、遺伝子レベルで減少することを確認
した。 
 平成 30年度は、前年度から継続し、miR-34a

のヒト歯根膜の幹細胞能に及ぼす影響を検
討した。その結果、miR-34a mimic を正常
HPDLs に導入することにより、G1/S 期の細胞
周期調節因子である CDK2/4 の発現低下を認
めた。実際に、老化 HPDLs は、miR-34a を強
発現し、細胞増殖の低下を示したことより、
老化 HPDLs において認められる、不可逆性の
細胞増殖の停止機構の一端をmiR-34aが担っ
ていることが示唆された。また、miR-34a 
mimic の導入により、上述の Periostin の
mRNA レベルの発現が増加したことより、
miRNAs 依存性の ECM タンパクの機能変化が、
老化歯根膜細胞の幹細胞性ならびに細胞運
動性の喪失に関与することが示唆された。 
 
また、細胞分裂をほぼ停止した immature 老
化 HPDLs は、IL-6、IL-8、ケモカイン、MMPs
を高産生する SASP 随伴現象を示した。しか
しながら、その分子機構を詳細に検討した結
果、炎症性miRNAsとして報告のあるmiR-146a
ではなく、miR-34a が、老化 HPDLs の SASP 随
伴現象に重要であることを見出した。現在、
miR-34 が、SIRT１の機能制御を介して、NF-kB
依存性に炎症性サイトカインを誘導するメ
カニズムについて解析を実施している。 
 miR-34 の発現を誘導する遺伝子として、ガ
ン抑制遺伝子P53が報告されている。そこで、
正常HPDLsに、各種の増殖因子、BMP-2、TGF-、
FGF-2 或いは、炎症性サイトカイン、IL-1、
TNF-ならびにH2O2刺激を添加した結果、H2O2
刺激は P53 発現を増強し、増殖因子 FGF-2 の
みが P53 を発現抑制した。これは、FGF-2 シ
グナルが、歯根膜細胞において、P53 の発現
を介して細胞老化を抑制するメカニズムを
示唆するものであり、大変興味深い。 
 次に、高週齢マウスを用いた実験により、
Porphyromonas gingivalis( P.g.)細菌非感
染に加齢性の歯槽骨吸収を伴う歯周病の in 
vivo 老化性炎症の歯周病病態モデルの構築
に成功した。実際に、組織切片を用いた免疫
組織学的な解析により、老化マーカーである
SA- GAL の上昇と、上述の SIRT1、Periostin
の発現変化を認めた。現在、小分子 RNA であ
る miRNAs 検出が可能な新規 in situ 
hybridization 法により、歯周組織における
miR-34a の発現と幹細胞遺伝子の発現分布を
検討している。 
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