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研究成果の概要（和文）：歯周炎に対する治療薬、とくに歯肉上皮に塗ることで効果を発揮する薬剤の探索を、
私どもが見つけた歯周炎原因細胞を含む培養モデルを用いて行った。しかし、上皮に作用させるだけで歯と骨を
繋ぐコラーゲンが溶けるのを止められる物質は見つけられなかった。
そこで、歯周炎原因細胞を調べ直したところ、肝細胞増殖因子（HGF）という物質が大量に出て来てコラーゲン
を壊していることがわかった。このＨＧＦの働きを止める抗体を使ったところ、モデルではコラーゲンの分解を
阻害し、歯周炎を自然発症したサルでは臨床的な指標を改善させることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic agent for periodontitis, in particular, a drug that exerts an 
effect by applying to gingival epithelium, was searched using periodontitis-causing 
fibroblasts-containing culture model that we have established. However, no candidate was found that 
could inhibit the degradation of collagen which connects teeth and bone only by acting on the 
epithelium.　
Therefore, we have re-examined the periodontitis-causing fibroblasts, and found highly expression of
 hepatocyte growth factor (HGF) during collagen degradation. Using neutralizing antibody to inhibit 
HGF activity, it was found that the collagen degradation was inhibited in the model and furthermore,
 improved the clinical indices in monkeys that have naturally-occurred periodontitis.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細菌が原因と勘違いされてきた歯周炎において、コラーゲン分解能力が極端に高い原因細胞とみられる
細胞を取り出すとともに、三次元培養モデルを用いて原因候補となる遺伝子のひとつが肝細胞増殖因子（HGF）
であることを突き止めた。このHGFの働きを止める中和抗体の効果をモデルで証明したのち、歯周炎を自然発症
したサルの歯肉に注射したところ、その症状が改善した。これらのことから、本研究では世界で初めて歯周炎を
抗体によって治療できる可能性を示唆することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
ヒトの身体の表面はすべて上皮というバリアによって覆われており、外界との境界を成すのみ
ならず、感染防御の最前線を担っている。口腔から始まって肛門までの消化管もその例に漏れ
ずすべて上皮によって覆われているため、呼吸器系や泌尿生殖器系と同様に口腔内も体外とと
らえることができる。この生体表面の上皮の連続性を唯一破る硬組織が歯であり、歯肉上皮細
胞と歯との接着が、外来異物に対するバリアとなっている。このバリアが歯周炎などで破綻す
ると、歯磨きの度に菌血症となり、心疾患や血管疾患のリスクを上昇させることが指摘されて
いる。 
ところで近年、申請者らは、歯周炎罹患歯肉から、歯肉上皮細胞と組み合わせてコラーゲンゲ
ル三次元培養すると、コラーゲンを極度に分解する線維芽細胞（歯周炎関連線維芽細胞, PAFs）
が分離できたことから、これが歯周炎原因細胞ではないかと考え「生体外歯周炎モデル」を確
立した（Ohshima ら, 2010；大島, 山口, 2014）。 

 
 
２．研究の目的 
前述したとおり申請者らは、コラーゲンゲル三次元培養法により、世界で初めてコラーゲンを
極度に分解する歯周炎関連線維芽細胞（PAFs）を分離し、これが歯周炎原因細胞ではないかと
判断して「生体外歯周炎モデル」を確立した。このゲル上に播種する上皮細胞は、たとえ由来
する個体が変わっても初代培養したヒト歯肉上皮細胞であれば、ゲル内に埋入する PAFs との
相互作用で必ず極度のコラーゲン分解が起こる。その反面、初代培養した歯肉上皮細胞の代わ
りにヒト皮膚由来表皮ケラチノサイトを播種しても、コラーゲン分解は起こらない。また、株
化した口腔がん細胞を播種した場合、がん細胞のゲル内への浸潤は起こるがコラーゲン分解は
起こらない。すなわち、PAFs が極度のコラーゲン分解能を発揮するためには、初代培養歯肉
上皮細胞と PAFs との相互作用が必須であることが判明した。 
そこで予備調査として、申請者らが理化学研究所 FANTOM5 プロジェクトに提供した初代培
養ヒト歯肉上皮細胞およびヒトマラッセの上皮遺残由来細胞と、表皮ケラチノサイトをはじめ
とする数種の上皮細胞とで、CAGE 法による解析データの比較を行った。その結果、DKK4 や
CD47 等、数多くの遺伝子が歯肉上皮細胞で特異的ともいえる発現パターンを示していること
が判明した。また主成分分析の結果、歯肉上皮細胞は第一成分、第二成分ともに、他の上皮細
胞とは大きく異なるクラスターに属することもすでに判明している（データ示さず）。これらの
予備データをもとに定量 PCR を行い、さらにタンパクレベルで確認することで、PAFs による
コラーゲン分解に GO サインを出す因子が判明すれば、その因子を阻害する薬剤をスクリーニ
ングすることが可能となり、歯肉上皮細胞を標的とした新規歯周炎治療薬の開発につながると
考え、本研究を企図した。    
 
３．研究の方法 
FANTOM5 の CAGE データ（ZENBU, http://fantom.gsc.riken.jp/zenbu/）を再分析し、歯
肉上皮細胞に特異的に発現している遺伝子を抽出した。定量的 PCR によって validation を行
った後、タンパクレベルでの確認を行った。三次元培養ゲルならびに歯肉組織の免疫染色も併
せて行い、歯周炎病変局所における、歯肉上皮細胞由来の PAFs によるコラーゲン分解促進候
補タンパク分子の存在を検索した。三次元培養を用いて候補タンパクに対する中和抗体を作用
させ、また miRNA によるノックダウンを行って、機能レベルでの確認を行った。得られた結
果を元に IPA を行い、低分子薬のターゲットとなりうるシグナル分子を検索した。定量的 PCR、
続けて三次元培養により候補薬剤のコラーゲンゲル分解阻害効果を in vitro で確認し、歯肉上
皮細胞の特殊性に基づく歯周炎治療薬の開発を目指した。 
（１）ターゲット分子の再抽出 
予備調査で得られている理化学研究所 FANTOM5 プロジェクトの CAGE データ解析の範囲を
広げ、プロジェクトで入手できる限りの情報収集を行い、heatmap および主成分分析図を再作
成して、歯肉上皮細胞の特徴を抽出した。歯肉上皮細胞で高発現もしくは低発現していること
が判明した遺伝子に関して文献検索を行い、歯周炎関連線維芽細胞（PAFs）に受容体が発現し
ている分泌タンパク遺伝子を優先的にリストアップした。なお、PAFs に関しても FANTOM5
プロジェクトの CAGE データがあるため、受容体遺伝子発現レベルの検索を行った。 
（２）定量的 PCR による validation 
これらの候補遺伝子ならびに受容体遺伝子に対する PCR 用 primer を合成した。二次元培養し
た歯肉上皮細胞および、コラーゲンゲル三次元培養した歯肉上皮細胞から RNA を回収し、RT 
qPCR 法を用いて遺伝子発現を定量的に調べた。同時に、市販のヒト成人表皮角化細胞も同様
に培養し、同じ操作を行って、遺伝子発現レベルの差を求めた。 
翻って、PAFs における分泌タンパク受容体の遺伝子発現レベルのチェックを同様に RT-qPCR
で行う。また、GeneChip 等の microarray 用サンプルを調製し、外部に解析を委託した。 
（３）タンパクレベルでの確認 
候補となった歯肉上皮細胞由来の分泌タンパクをウェスタン・ブロット法や ELISA 法などを
用いてタンパクレベルで確認した。同時に抗体を購入し、三次元培養ゲルの免疫染色を行って、
上皮細胞におけるタンパク発現を確認した。また、歯周外科処置時に不要となった歯肉組織を



入手して、同様に免疫染色を行い、候補タンパクが実際に病変歯肉上皮で発現しているかどう
かを調べた。また、候補タンパクに対応する PAFs 側の受容体に対する抗体も購入し、コラー
ゲンゲルおよび歯肉組織の免疫染色を行う。免疫染色など業務の一部を外部業者に委託した。 
（４）Functional assay 
さらに、三次元培養ゲルに候補タンパクの中和抗体を作用させ、コラーゲンゲルの分解が抑制
されるかどうかを確認した。また、東大呼吸器内科・堀江の協力を得て、遺伝子ノックダウン
実験用 miRNA を設計し、レンチウイルスを用いた系で細胞に miRNA を導入して候補遺伝子
のノックダウン実験を行った。また、線維芽細胞側の候補タンパク受容体にアンタゴニストま
たは受容体キナーゼ阻害薬を作用させ、同様にコラーゲン分解阻害作用が見られるかどうかを
調べた。 
４．研究成果 
申請者らは、歯周炎罹患歯肉からコラーゲンゲル三次元培養法により、コラーゲンを極度に分解
する歯肉線維芽細胞（歯周炎関連線維芽細胞、PAFs）を分離し、「生体外歯周炎モデル」を確
立した（J Dent Res 2010）。さらに、マイクロアレイ解析によりFLT1（VEGFR1）が高リス
ク遺伝子であることを報告した（J Clin Periodontol 2016）。しかしながら、コラーゲン分解の
実行役となる遺伝子は、依然として不明のままであった。そこで本研究では、三次元培養ゲルを
経日的に回収してマイクロアレイ解析することで、コラーゲン分解に直接かかわる遺伝子をリス
トアップするとともに、上皮細胞側のPAFsに対する刺激因子を調べることを目的とした。 
このモデルのマイクロアレイ解析の結果から、歯肉上皮細胞で高発現する遺伝子の候補として
エンドセリン受容体β（EDNRB）が浮上した。そこで、EDNRB のアンタゴニストであるボ
センタンを用いて三次元培養を行ったが、予想に反してコラーゲン分解は抑制されなかった。 
そこで、治療薬探索のターゲットを歯周炎原因細胞の候補である歯周炎関連線維芽細胞（PAF）
に戻してマイクロアレイ解析データをiPathway Guideでメタ解析したところ、意外なことに肝
細胞増殖因子（HGF）の遺伝子発現上昇が著しく、HGFのコラーゲン分解への関与が疑われた。
そこで、治療薬探索のターゲットを歯周炎原因細胞の候補である歯周炎関連線維芽細胞（PAF）
に戻してマイクロアレイ解析したところ、コラーゲン分解に伴ってHGFも高発現していること
が判明した。そこで、ゲルにHGF標品または抗ヒトHGF中和抗体（ヤギポリクローナル）を添
加する実験を行った。その結果、標品の添加ではコラーゲン分解がさらに促進され、中和抗体の
添加ではコラーゲン分解は顕著に抑制された。併せて、HGFの受容体c-Metに対する低分子キナ
ーゼ阻害剤（Tivantinib）の効果も試したところ、モデルのコラーゲン分解を阻害したが、有効
濃度範囲が狭いため（高濃度で細胞死を誘導）副作用のコントロールが難しいと思われた。 
次に、この中和抗体を添加したゲルのマイクロアレイ解析を行ったところ、コラーゲン分解を促
進することが知られている因子の高発現が判明し、これら因子の発現を顕著に抑制する中和抗体
は、歯周炎治療薬となる可能性が見出された。 
この仮説をin vivoで試験するために、歯周炎を自然発症したカニクイザルの安楽殺個体から歯
肉を採取してコラーゲンゲル三次元培養を行ったところ、サル歯肉にもPAFsが存在することが
明らかとなり、かつ抗ヒトHGF中和抗体でコラーゲン分解が顕著に抑制されることがわかった。 
この歯周炎を自然発症したカニクイザルの歯肉に、抗 HGF 中和抗体を注射により局所投与し
たところ、歯周炎の臨床指標（ポケット深さとプロ―ビング時の出血）が一部改善した。 
当初目的とした、上皮に塗布するだけで有効となる歯周炎治療薬を探索することは出来なかっ
たが、代わりに歯周炎の抗体治療に向けた世界初の取り組みを行うことができた。 
以前の申請者らの研究では、HGFが歯周炎局所の歯肉溝滲出液中に多量に検出されるため、歯
周炎の特異的マーカーとして位置づけて来た（J Periodontal Res 2002）。さらに、洗口吐出液
中のHGFを検出することで、歯周炎患者をスクリーニングする試験紙も開発中である（Suzuki
ら, J Oral Sci, 印刷中）。しかし本研究の進展により、図らずもHGFが歯周炎を進行させる実
行役であることが判明したことから、HGFの歯周炎特異的マーカーとしての有用性も揺るぎな
いものとなった。 
歯周炎に対する治療薬、とくに歯肉上皮に塗ることで効果を発揮する薬剤の探索を、申請者らが
発見した歯周炎原因細胞を含む培養モデルを用いて行ったが、上皮に作用させるだけで歯と骨を
繋ぐコラーゲンが溶けるのを止められる物質は見つけられなかった。しかし、歯周炎治療薬の標
的分子をHGFと定め、抗ヒトHGF中和抗体のコラーゲン分解阻害効果を「生体外歯周炎モデル」
で試験し、コラーゲン分解抑制効果が確認できた。さらに幸運なことに、歯周炎を自然発症した
カニクイザル個体が飼育されている世界的にも貴重なフィールドである霊長類医科学研究セン
ターと出会うことで、世界で初めての抗体を用いた歯周炎治療のpilot studyを行うことができた。 
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