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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、IGFBP6が歯根膜細胞(HPDL)の分化を促進的に制御する分子機序につ
いて、IGF依存的およびIGF非依存的経路の両面から解析を行った。まず、HPDLの分化誘導時にIGF2を添加したが
同細胞の分化には影響が認められず、一方で、ADMPCが分泌するIGF2の濃度はIGFBP6の濃度よりも低いことが明
らかとなった。また、ADMPCはIGFBP6だけでなく、様々な細胞外基質タンパクを発現していることが明らかとな
った。これらの結果から、ADMPCが分泌するIGFBP6はIGF以外の液性因子と協調的に作用することで歯根膜細胞を
活性化し、組織再生を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the molecular mechanism of IGFBP6 promoting the 
differentiation of periodontal ligament cells (HPDL) from both aspects of IGF-dependent and 
IGF-independent pathway. First, IGF2 was added at the time of differentiation induction of HPDL, but
 no effect was observed. In addition, it was revealed that the concentration of IGF2 secreted by 
ADMPC is lower than the concentration of IGFBP6. It was also revealed that ADMPC express not only 
IGFBP6 but also various extracellular matrix proteins. These results suggested that IGFBP6 secreted 
by ADMPC acts cooperatively with humoral factors other than IGF, thereby activating periodontal 
ligament cells and inducing tissue regeneration.

研究分野：歯周組織再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 現在行われている歯周組織再生療法は、歯
周組織内在性の幹細胞を活性化することで、
歯周組織の再生誘導をはかる治療法である。
しかしながら、組織内在性の幹細胞数は加齢
により減少することや、その増殖能や分化能
も低下することが知られている。そこで、他
の組織より幹細胞を採取し、同幹細胞を歯周
組織欠損部へ移植することにより、組織再生
を誘導することが有用と考えられる。 
 申請者らは、犬実験的歯周病モデルにおいて、
間葉系幹細胞である脂肪組織由来多系統前駆
細胞(ADMPC: Adipose tissue Derived Multi 
lineage Progenitor Cell)を足場材のフィブ
リンゲルとともに歯周組織欠損部位に移植す
ることで、ADMPC移植による組織再生誘導効果
を明らかにした。また、同再生療法における
組織再生機序を明らかにするために、ADMPC由
来 Trophic 因子(液性因子)について解析を行
い、同因子が歯根膜細胞の硬組織形成細胞へ
の分化を促進的に制御すること、また同制御
に IGFBP6(Insulin Like Growth Factor 
Binding Protein 6)が関与することを明らか
にしてきた。しかしながら、ADMPC 由来の
IGFBP6が如何なる分子機序により歯根膜細胞
の分化を制御するのか、ADMPC が分泌する
IGFBP6が他の歯周組織構成細胞に作用するか
否か、また分化以外の細胞機能を制御するの
か、については全く情報がない。IGFBPは IGF
と選択的に結合する分子で、IGFBP1から 7ま
でがクローニングされている。IGFBPは、体内
の様々な細胞での発現が報告されており、血
液や組織中の IGF(Insulin like growth 
factor)-1、2 と結合し、IGF 受容体との結合
性を制御することで、IGF の半減期や組織へ
の移行性を調節し、その活性制御に重要な役
割を果たすことが報告されている。特に、
IGFBP6は IGF-2と特異的に結合する分子であ
ることが報告されていることから、IGFBP6 の
作用機序として、IGF-2の機能制御による IGF
依存的経路の存在が考えられる。すなわち、
ADMPC 由来の IGFBP6 が、IGF-2 との結合性を
調節することで、歯根膜細胞の分化の制御に
関与することが考えられる。一方で興味深い
ことに、IGFBP6 が骨芽細胞のビタミン D受容
体(VDR)に結合し、VDRシグナルの制御に関与
することが報告されている。また、歯根膜細
胞の分化における VDR シグナルの重要性が報
告されていることから、IGFBP6 による分化制
御作用が VDR の活性化制御を介した IGF 非依
存的経路による可能性についても示唆されて
いる。 
 以上のことから、歯周組織再生において、
間葉系幹細胞の産生する IGFBP6 が歯周組織
構成細胞を活性化し、細胞機能を賦活化する
ことで、再生を促進的に制御していると推察
されるが、IGF 依存的経路、IGF非依存的経路
のいずれの経路がその機序に関与しているか
については明らかになっていない。 
 

２．研究の目的 

 本研究課題では、IGFBP6 が歯根膜細胞
(HPDL)の分化を促進的に制御する分子機序に
ついて、IGF 依存的経路と IGF 非依存的経路
の両面から解析を行う。この両者の知見から、
間葉系幹細胞の Trophic 因子(液性因子)によ
る組織再生誘導効果の分子機序を解明するこ
とを目指す。 
 

３．研究の方法 

（１）IGFBP6による歯根膜細胞の硬組織形成
細胞への分化促進メカニズムにおける IGF 依
存的経路の解析 
 IGFBP6 による HPDL の硬組織形成細胞への
分化促進作用が、HPDLの IGF依存的経路を介
したものか否かを明らかにするために、HPDL
の硬組織形成細胞への分化誘導時にリコンビ
ナント IGF-2 の添加を行い、さらに、リコン
ビナント IGF-2 と IGFBP6 を同時に添加し、
HPDLの硬組織形成関連遺伝子の発現について
解析を行った。つまり、6well Plate に HPDL
を播種し、サブコンフルエントになるまで培
養した後に、硬組織分化誘導培地（10mM β-
グリセロリン酸、50μg/ml アスコルビン酸含
有 α-MEM）にて培養を行い、硬組織形成細胞
分化関連遺伝子の発現について検討を行った。 
 次に、ADMPCに含まれる IGF-2、IGFBP6の濃
度の検討を行った。すなわち、10cm dish に
ADMPC、HPDLを播種し、サブコンフルエントに
なるまで培養を行った後、10%FCS 含有 D-MEM
を添加し、3日間培養を行った。その後、同培
養上清を回収し、さらに遠心分離を行い、上
清を回収したものを ADMPC-CM、HPDL-CMとし、
培養上清中の IGF-2 濃度を ELISA にて解析を
行った。 
 
（２）ADMPC培養上清の網羅的プロテオーム解
析による IGF非依存的経路の解析 
 間葉系幹細胞は IGFBP6 以外にも様々な
Trophic 因子を産生することで組織再生を誘
導することが報告されている。また、IGFBP6
は他の様々な分子と協調的に作用することが
報告されている。そこで、IGFBP6 の歯周組織
再生誘導効果に、IGF 関連因子以外の Trophic
因子が関与しているか否かを明らかにするた
め、ADMPCを用いて網羅的プロテオーム解析を
行った。すなわち、（1)と同じ方法で ADMPCと
ヒト線維芽細胞の培養上清の回収を行い、そ
れぞれ ADMPC-CM、FIB-CMとした。次に、各試
料を濃縮し、還元処理・アルキル化処理を行
った後に、トリプシン消化を行ったものを MS
解析評価用の試料とし、解析を行った。MS解
析用試料の nanoLC-MS/MS分析は、液体クロマ
トグラフ（LC）に Ultimate3000、質量分析装
置（MS）に Q-Exactive Plusを用い、Xcalibur
で LC 及び MS を制御して測定を実施した。試
料中のタンパク質の MS/MS データについて、
Swiss-Plot データベース内で検索を行った。 
 
 



４．研究成果 
（１）IGFBP6による歯根膜細胞の硬組織形成
細胞への分化促進メカニズムにおける IGF 依
存的経路の解析  
  HPDL の硬組織形成細胞への分化誘導時に、
リコンビナント IGF-2 を添加したところ、
IGF-2添加群は、対照群（石灰化誘導のみ）と
比較して、硬組織形成関連遺伝子である RUNX2、
ALP、COL1A1の発現において有意な差は認めな
かった。 
図 1.IGF-2 添加時における HPDL の硬組織形
成細胞分化関連遺伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、HPDLの硬組織形成細胞への分化誘導
時において、リコンビナント IGF-2 およびリ
コンビナント IGFBP6 を同時に添加したとこ
ろ、IGF-2と IGFBP6 を添加した群は、IGFBP6
のみを添加した群と比較して、硬組織形成関
連遺伝子の発現において、有意な差は認めな
かった。この両者の結果から、HPDLの硬組織
形成細胞への分化において、IGFBP6 と IGF-2
の協調的な役割は認められなかった。 
 次に、ADMPC 培養上清中に含まれる IGFBP6
と IGF-2の濃度を解析した結果、IGFBP6の濃
度は約 100 ng/ml、IGF-2の濃度は約 30 ng/ml
であることが明らかとなった。これまでの研
究成果より、リコンビナント IGFBP6 は 200 
ng/mlを HPDLの石灰化誘導時に添加しても分
化促進作用を認めないことが明らかとなって
いる（400 ng/ml の添加にて、石灰化関連遺伝
子の発現上昇を認めた）。これらの結果から、
ADMPC 培養上清中に含まれる IGFBP6は IGF 非
依存的経路を介して、HPDLの分化を制御して
いる可能性が示唆された。 
 
（２）ADMPC培養上清の網羅的プロテオーム解
析による IGF非依存的経路の検討 
 ADMPC 培養上清(ADMPC-CM)および線維芽細
胞培養上清(FIB-CM)の網羅的プロテオーム解
析を行ったところ、合計 550 個のタンパク質
が検出された。ADMPC-CMのみで発現が認めら
れた因子が 76 個、FIB-CM のみで発現が認め
られた因子が 113 個、両群で発現が認められ
た因子が 361個検出された。 

図 2.ADMPC、線維芽細胞の培養上清のプロテオ
ーム解析 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、ADMPC特異的に発現している 76因子
の発現量を解析したところ、Semaphorin-7a、
Heat shock Protein beta-1等の因子が認め
られた。 
図 3.ADMPC が特異的に発現している因子 

因子 発現量 

Semaphorin-7A 1.17 

Protein A 0.66 

Protein B 0.65 

Protein C 0.63 

Heat shock protein beta-1 0.62 

 その中で特に ADMPC が線維芽細胞よりも多
く発現している因子としては、Periostin、
COMP(Cartilage oligomeric matrix protein)、
NRP-1(Neuropilin-1)等が検出された。 
図 4.ADMPC が線維芽細胞より多く発現してい
る因子 

因子 発現比(ADMPC-CM/FIB-CM) 
Periostin 34.84 

COMP 24.03 
NRP-1 7.81 

Protein D 7.43 
Protein E 6.62 
Protein F 6.27 

TGFβ-1 5.34 
 Periostin、COMPは歯根膜細胞で特に高い発
現が報告されている細胞外基質タンパクであ
り、NRP-1は血管内皮細胞を活性化して、血管
新生を誘導することが報告されている。これ
らの結果から、ADMPC 培養上清中に含まれる
IGF以外の Trophic 因子が IGFBP6 と協調的に
作用し、歯根膜細胞や血管内皮細胞を活性化
することで、歯周組織再生に関与する可能性
が示唆された。今後は、これらの Trophic 因
子をさらに解析することで、間葉系幹細胞に
よる組織再生の分子機序をより詳細に明らか
にしていきたいと考えている。 
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