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研究成果の概要（和文）：中高年齢者に罹患率の高い歯周病が原因で欠損した歯周組織に対する再生療法は種々
ある。歯周病のカテゴリーで細胞移植治療のニーズはあるが、現在その方法はほとんど確立されていない。本研
究において着目した細胞移植治療に使用できる歯槽骨由来骨芽細胞の骨マーカー分子候補としてのNEBLが骨分化
カスケードにおいてどのような機能を持っているかは、マウス、ラットにおいてはさらなる検討が必要であると
いえる。また、老齢ラット歯槽骨由来骨芽細胞の培養方法の確立は、中高年齢者を想定した歯周病をはじめとす
る、骨欠損を伴う疾患においてのモデル動物として有用であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：There are various regenerative therapies for periodontal disease, which is 
highly prevalent in middle-aged and elderly people. There is a need for cell transplantation therapy
 in the periodontal disease category, but the method is currently poorly established. The function 
of NEBL as a bone marker molecular candidate for alveolar bone-derived osteoblasts that can be used 
for cell transplantation therapy in this study in the bone differentiation cascade needs to be 
further investigated in mice and rats. . In addition, it was clarified that the establishment of a 
method for culturing osteoblasts derived from alveolar bone of old rat alveolar bone is useful as a 
model animal in diseases associated with bone defects such as periodontal disease assuming 
middle-aged and elderly people.

研究分野：歯周治療系歯学

キーワード： 歯槽骨再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先行研究で使用したヒト歯槽骨由来骨芽細胞（human alveolar bone osteoblastic cell；HAOBs）は倫理問題や
サンプリングの限界もあり実験群を十分に確保することができない問題があったが、マウス歯槽骨由来骨芽細胞
（mouse alveolar bone osteoblastic cell；MAOB）を使用したことで、歯周病をはじめとする、骨欠損を伴う
疾患においてのモデル動物として有用である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病の進行によって歯の消失が生じると、口腔機能障害を引き起こし、全身の健康、QOLに
も影響を及ぼす。歯周病は 60歳以上の成人の 90％以上が罹患する慢性炎症性疾患であり、WHO
によると世界人口の約 20％以上が罹患すると報告されている。この歯周病が原因で欠損した歯
周組織に対する再生療法として骨移植術は、骨欠損部に骨移植材を充填する再生療法であり、用
いられる移植材のうち、ゴールドスタンダードとして用いられるのは自家骨だが、採取部位も外
科手術による侵襲があることや、広汎型重度慢性歯周炎および侵襲性歯周炎のような広範囲な
骨欠損を伴う症例では、供給量に限界があることが知られている。近年では、ヒトの骨髄から採
取した間葉系幹細胞移植と骨成分を模倣する生体材料とを組み合わせた骨組織工学が開発され
てきている。しかし、現行の骨組織工学による再生医療の有用性は示されているものの、間葉系
幹細胞は①中高年齢層から採取困難である、②骨形成能力には個人差がある、③細胞分裂を繰り
返すことにより骨形成能力が喪失していく、④前述のような症例の広範囲の欠損症例に応用で
きないなどの問題が指摘されている。これらの問題を解決するため、中高年齢層からも入手可能
で、また高い骨再生能力を有する細胞製剤の開発が必要となっている。 
 申請者らはこれまでに、50 歳以上の中高齢者の歯槽骨より採取したヒト歯槽骨由来骨芽細胞
（human alveolar bone osteoblastic cell；HAOBs）を採取、開発することに成功した（Aino et 
al Expert Opin Biol Ther. 2014）。HAOBは歯科治療（抜歯時やフラップ手術時）中に、顎骨中
の歯槽骨から比較的入手しやすく、中高年齢層から採取、分離・培養でき、間葉系幹細胞と比較
して高い骨再生能力をもつ骨芽細胞であり、間葉系幹細胞における複数の問題点をクリアーし
た、骨再生に非常に有用な細胞である。よって、HAOB を用いた細胞移植治療の技術開発は、
今後の歯周組織再生療法を大きく変える可能性がある。この HAOBは、細胞分裂回数の増加に
伴い骨分化能力が低下する。この原因を解析したところ、細胞分裂回数増加にとともに NEBL
遺伝子の発現低下することを見いだした。さらにこの NEBL を HAOB においてノックダウン
すると、骨マーカー遺伝子群の発現を劇的に抑制することから、HAOBの分化能力はNEBLに
依存している可能性が示唆され、重要な分子であることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
Neublin family である NEBLは、心筋に特異的に発現し、内在性のNEBLの減少は心筋細胞
において細いフィラメントの長さを減少させる。Neublin ノックアウトマウスの骨格筋で類似
したような表現型が観察されることから NEBLはアクチンフィラメントを安定させる働きがあ
ると考えられている。また、ヒト NEBLの遺伝子多型は拡張型心筋症（DCM）に関係している。
そこで申請者は心筋に特異的に発現し、筋原線維のアッセンブリーに関与する NEBLが骨分化
カスケードにおいてどのような機能を持っているか、詳細な解析を行うことを目的とし、細胞移
植治療を応用した再生療法のサプリメントになりうるか検討する為に本研究課題を申請した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス歯槽骨由来骨芽細胞（mouse alveolar bone osteoblastic cell；MAOB）の採取、培養 
MAOBC57BL/6J マウス 7週齢をと殺後、下顎骨を採取し、切歯のアピカルバット（幹細胞が多く
含まれていると言われている根尖部分）や臼歯部歯周組織を丁寧に除去し、ハンクス緩衝液中で
洗浄後、PBS を用いて 3mg/ml の濃度に調整した細菌性のコラゲナーゼを用いて連続消化を行っ
た。20分間の連続消化を 5回繰り返し 5分画の細胞を採取した。1分画と 2分画目は廃棄した。
その後 37℃、5％CO2 存在下にて MFスタート培地を用いて 35mm のディッシュで培養を行った。
80％コンフルエントになるまで 0.25％EDTA を用いて細胞を継代し MAOB とした。MAOB は MF 初代
培養スターティング培地（東洋紡株式会社、大阪、日本）と MF 培地（東洋紡株式会社、大阪、
日本）を用いて 2日おきに交換し培養を続けた。コントロールとしてマウス大腿骨由来骨芽細胞
（mouse tibia osteoblastic cell；MT）を上述したコラゲナーゼ連続消化法で採取、MF 初代培
養スターティング培地（東洋紡株式会社、大阪、日本）と MF 培地（東洋紡株式会社、大阪、日
本）で培養した。また、骨芽細胞のコントロールとしてマウス歯肉由来線維芽細胞（mouse 
gingival fibroblast cell;MGF）は、マウス歯肉組織を骨膜が含まれないように慎重に採取し、
細片後、組織片培養方法にて MF 初代培養スターティング培地（東洋紡株式会社、大阪、日本）
と MF 培地（東洋紡株式会社、大阪、日本）で培養した。 
 
(2) MAOB における NEBL の発現確認と骨分化カスケード関連因子の発現解析 
コンフルエントに達した細胞の total RNA は NucleoSpin RNA II(Macherey-Nagel)に て total 
RNA を抽出した。First-strand cDNA は RT2 First Strand Kit (Qiagen)を推奨方法に従い、
合成した。Total RNAの純度および濃度評価はFluorospectrometer（NanoDrop® ND-1000、NanoDrop 
Technologies Inc、デラウェア州、アメリカ）を用いて A230/A260、A260/280 比を測定して評価
した。cDNA は通法にしたがい 1ug の total RNA を、ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix（TOYOBO、
大阪、日本）を用いて総量を 20μl に合成した。PCR は、StepOne Real-Time PCR System（Applied 



Biosystems、カリフォルニア州、米国）を使用し、Taqman Universal Master Mix II（Applied 
Biosystems、カルフォルニア州、米国）および、TaqMan Gene Expression Assays Runx2（Runt 
Related Transcription Factor 2）: Mm00501584_m1、 Osterix（Osx）: Mm04209856_m1、 Bone 
Sialoprotein（Bsp）: Mm00492555_m1、 Osteocalcin（Ocn）: Mm03413826_mH、NEBL: NM_028757）
を用い、94℃で 1分間、60℃で 30秒間、72℃で 30秒間の 25サイクルで反応させた。データ解
析は Ct 値の差から相対定量を行うΔΔCt法を用いた。内在性コントロールとして 18S rRNA 特
異的プライマーを用い、Runx2、Osx、Bsp、Ocn、NEBL の遺伝子発現を次のように計算し解析し
た。fold change = 2-ΔΔCt, where ΔΔCt = (Cttarget − Ct18S rRNA) treated group − 
(Cttarget − Ct18S rRNA) control group (Ct, cycle threshold). 
 
４．研究成果 
(1)MAOB は間葉系幹細胞増殖培地で培養できる 
MAOB を通法通り 10%のウシ胎仔血清（ライフテクノロジーズジャパン）添加 Dulbecco’s 
modified eagle medium（DMEM 、ライフテクノロジーズジャパン株式会社、東京）で培養する
と、2継代もしくは 3継代ほどで細胞増殖しなくなり、細胞死を迎えた。MF培地は東洋紡社から
発売されている間葉系幹細胞専用培地であり、顎骨由来骨芽細胞が MF 培地で培養できたのは、
間葉系幹細胞から、まさに骨芽細胞に分化したフェノタイプを示していると考えられる。また、
MT に関しては 10%FBS 添加 DMEM 然り、MF培地でも培養することすらできなかった。マウス 1匹
からコラゲナーゼ消化法に必要な骨片が採取できなかった可能性もある。いずれにしろ、MAOB は
マウス歯槽骨からコラゲナーゼ法にて分離でき、MF 培地で培養できることがわかった。しかし
ながら、歯槽骨由来骨芽細胞と、同一個体の大腿骨からの骨芽細胞はマウスからでは採取、培養
すること難しいことがわかり、以下に示すように実験動物をマウスからラットに移行するきっ
かけとなった。 
 
(2)MOAB における NEBL 遺伝子と骨関連遺伝子の発現について 
 7 週齢マウスから採取した第 3、4、5分画の MAOB、以下 MAOBF3、MAOBF4、MAOBF5 それぞれ今
フルエントに達するまでプラスチックプレートにて培養し、それぞれ RNA を抽出後、Runx2、Osx、
Bsp、NEBL 遺伝子発現を調べたところ、どの分画にも Osx の発現上昇が見られた。Huang ら
の研究では、骨芽細胞の分化培養時に Runx2 と Osx が初期段階の骨芽細胞で高度に発現し
たことを報告しており、これと対照的に、Bsp と Ocn は骨分化の後期の段階で発現すること
が報告されている。このことより、MAOB はプラスチックプレート上で培養することにより、
骨分化は緩やかであることが明らかになった。また、MT を同様な条件で培養、遺伝子発現を比
較すべきであると考えられる。また、残念なことに NEBL 遺伝子の発現は検出することができな
かった。MAOB の多種分画、多様の継代数で同様の実験を行わなければならない。ただし、上述
したようにマウスでは 1回で採取できる MAOB、MT、MGF サンプルの量が少ないことと、今後は同
種移植実験にも応用したいがため、ラットに実験動物を変更する運びとなった。 
 
(3)MAOB における NEBL タンパクの発現について 
NEBL は、マウスオルソログ、ラットオルソログが明らかになっており、qPCR のためのプライマ
ー、siRNA は購入できる。添加実験にリコンビナントタンパクが手に入らなかったため、タンパ
クレベルでの解析を行うことができなかった。 
 
(4)老齢ラット歯槽骨由来骨芽細胞（mouse alveolar bone osteoblastic cell；MAOB）の採取、
培養の成功 
7 週齢 SD ラット、70 週齢老齢 SD ラットそれぞれ 1 匹から、ラット歯槽骨由来骨芽細胞（rat 
alveolar bone osteoblastic cell；RAOB）、ラット大腿骨由来骨芽細胞（rat tibia osteoblastic 
cell；RT）、ラット歯肉由来線維芽細胞（rat gingival fibroblast cell; RGF）をマウスと同じ
方法で分離培養することに成功した。ラット由来細胞はまた 10%FBS 添加 DMEM で培養すること
が可能であり、コストダウンも行えた。また 7週齢 RAOB と 70 週齢 RAOB を分化誘導培地で培養、
コンフルエントに達し、Rat Osteogenesis PCR array (PARN-026ZA, Qiagen)にて、骨関連遺伝
子の発現を比較したところ、7週齢ラット歯槽骨から採取した RAOB と、70週齢ラット歯槽骨か
ら採取した RAOB の差はほとんどなかった。以上より、ラット歯槽骨の骨分化関連遺伝子には、
年齢を問わないという、ヒト歯槽骨由来骨芽細胞の表現系と一致する可能性が示唆された。 
 
(5)まとめ 
歯槽骨由来骨芽細胞の骨マーカー分子としての NEBL 発現は、培養条件等、さらなる検討が必要
であるといえる。また、老齢ラット歯槽骨由来骨芽細胞は、中高年齢者を想定した歯周病をはじ
めとする、骨欠損を伴う疾患においてのモデル動物に適しているといえる。 
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