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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯根膜幹細胞のステムセルエイジング機構を分子レベルで解明し、幹細
胞のステムセルエイジング制御が歯周組織再生効果の増強をもたらす可能性を探索した。その結果、歯根膜細胞
の老化過程におけるmiRNAの発現プロファイル解析により、老化歯根膜細胞において、miRNA-137の発現上昇と損
傷ミトコンドリアの処理過程の遅延に関与する遺伝子群との関連性が明らかとなった。そして、miRNA-137と相
同配列を有する人工microRNA模倣鎖を導入した歯根膜細胞において、それらの遺伝子の有意な発現減少が認めら
れたことから、ステムセルエイジング制御による歯周組織再生効果の増強の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, elucidating the aging mechanism of periodontal ligament stem 
cells at the molecular level, we investigated the possibility that aging control of stem cells 
enhances the effect of periodontal tissue regeneration. As a result, the analysis of the miRNA 
expression profile during the aging process of periodontal ligament cells revealed a relationship 
between the increased expression of miRNA-137 and the genes involved in delaying the processing of 
damaged mitochondria in the aged periodontal ligament cells. Furthermore, since a significant 
decrease in the expression of these genes was observed in periodontal ligament cells into which 
artificial microRNA-mimicking strands having a sequence homologous to miRNA-137 were introduced, it 
was suggested that the control of stem cell aging may enhance the regeneration effect of periodontal
 tissue.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周組織再生　ステムセルエイジング　歯根膜細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、miRNA-137と損傷ミトコンドリアの処理過程の遅延に関与する遺伝子群との関連性が明らかと
なり、幹細胞のエネルギー代謝の中心となるミトコンドリア代謝の調節経路の異常が歯根膜細胞のステムセルエ
イジングに関与する可能性が示唆された。そして、miRNA-137などの人工microRNA模倣鎖を導入した歯根膜細胞
において、損傷ミトコンドリアの標識と隔離膜への囲い込みに関与する遺伝子群の有意な発現減少が認められた
ことから、これらのmiRNAsを標的とするマイトファジー制御を基盤とする核酸治療薬がステムセルエイジング制
御に有用である可能性が示唆された。

※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 
従前の歯周組織再生療法は、人工膜やエナメルマトリクスタンパクなどの歯周組織再生用医療

機器を用いて歯根膜などに内在する幹細胞の能力を効果的に発揮させることにより歯周組織再
生を図るものであった。しかし、歯周組織の幹細胞は供給量に限界があり加齢に伴いその数の減
少や増殖・分化能の低下が認められ、更なる歯周組織再生効果の増強には幹細胞の供給や機能向
上が必要であると考えられていたことから、幹細胞を量的に補完する方法としては、我々が手が
けている脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）をはじめとして、骨髄や埋伏智歯などから採取し
た間葉系幹細胞を歯周組織欠損部へ移植することで歯周組織の再生を目指す細胞治療の将来の
臨床応用が期待されていた。そして、平成 28 年 12 月に、我々の研究グループが研究開発した
塩基性線維芽細胞増殖因子（FGF-2）を有効成分とする歯周組織再生剤「リグロス®」が世界初
の歯周組織再生用“医薬品”として日本で誕生し臨床応用が開始されたが、「リグロス®」を用い
た歯周組織再生療法においても組織幹細胞の質的劣化がその再生効果に負の効果をもたらす問
題は依然解決されず残ったままであった。 
一方、近年の幹細胞研究の目覚ましい進歩により、幹細胞と幹細胞の維持に必要な微小環境

（ニッチ）の加齢変化（ステムセルエイジング）が幹細胞の自己複製能の低下や分化異常を来た
し、結果として、幹細胞の枯渇や機能劣化を招いていることが明らかにされて来ていた。そして、
このステムセルエイジングを制御することにより幹細胞の質的劣化の改善や幹機能向上の可能
性が達成される可能性が示唆されていたことから、歯周組織においても、歯根膜幹細胞を頂点と
した、前駆細胞、そして分化細胞と続く幹細胞システムの制御メカニズムを解析し、ステムセル
エイジングを制御することにより歯周組織の再生効果の増強が誘導される可能性があると考え
られていた。 
 
２．研究の目的 
歯周組織再生において、幹細胞の量的制限を解決するために他組織から採取した幹細胞を歯周

組織欠損部へ移植し幹細胞を量的に補完する細胞治療はすでに一部で臨床応用されている。し
かしながら、幹細胞の質的劣化の改善や機能向上による再生効果の増強を目指した試みは皆無
に近い。そこで、本研究では、歯周組織の恒常性維持や歯周病によって破壊された歯周組織の修
復再生において必須の役割を果たしている歯根膜幹細胞など組織幹細胞のステムセルエイジン
グ機構を細胞機能の面から分子レベルで解明し、幹細胞のステムセルエイジング制御が歯周組
織再生効果の増強をもたらす可能性を探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）in vitro の歯根膜幹細胞老化モデルを構築 
細菌感染や外傷性咬合などの環境ストレスに曝露していない埋伏智歯より採取したヒト初代培

養歯根膜細胞を NIH-3T3 変法に基づいた継代培養して細胞老化を誘導し、in vitro 歯根膜幹細
胞老化モデルを構築した。 
２）歯根膜幹細胞のステムセルエイジング機構の解析 
１)で樹立した in vitro 歯根膜幹細胞老化モデルを用いて、各継代において幹細胞の表面抗原

マーカーの確認を行った後、顕微鏡での形態観察、細胞周期制御に関わる P16 および P53 発現の
確認、ライソゾームの senescent-associated β−galactosidase 活性の免疫細胞染色、老化関連
ヘテロクロマチン病巣（Senescence-associated heterochromatin foci，SAHF）発現などの老化
マーカーの動態を評価し細胞老化状態の解析を行った。また、細胞が産生する老化関連分泌
（Senescence-Associated Secretory Phenotype: SASP）蛋白を real-Time PCR と ELISA 法にて
解析した。 
３）歯根膜幹細胞におけるステムセルエイジングに関与する miRNAs の解析 
in vitro 歯根膜細胞老化モデルにおける各継代の歯根膜幹細胞から miRNA を精製、標識化し、

human miRNA Microarray を使用して miRNA 発現プロファイルの解析を行った。また、同様に歯
根膜幹細胞の total RNA 画分より mRNA を精製、標識化し、マイクロアレイを用いて mRNA 発現
を解析した。そして、miRNAs 解析用ソフトウェアを用いて、継代数の増加/減少に伴い発現変動
した miRNAs を特定し、それらの候補 miRNAs と mRNA 解析の結果を Ingenuity Pathway Analysis
にて解析し、miRNAs の標的遺伝子を明らかにすることにより歯根膜幹細胞のステムセルエイジ
ングに関与する miRNAs について検討した。 
４）歯根膜幹細胞のステムセルエイジングにおけるトランスクリプトーム解析 
in vitro 歯根膜幹細胞老化モデルにおける各継代数の歯根膜細胞から mRNA を精製、ライブラ

リを調整した後、次世代シーケンサ「Illumina HiSeq」による RNA シークエンスを実施し、継代
数 7(P7)と 27(P27)の歯根膜細胞の mRNAs プロファイルを GeneSpring ソフトにより比較検討し
た。 
 
５）miRNAs を標的とした核酸治療薬によるステムセルエイジング制御の検討 



歯根膜幹細胞のステムセルエイジングに関与することを明らかにした miRNA-137 と miRNA181a
の RNA 配列と相同配列を有する人工 microRNA 模倣鎖を合成しマウス歯根膜幹細胞に導入して、
CellRox Green 染色により活性酸素種（ROS）の細胞内局在を観察するとともに、損傷ミトコン
ドリアの標識と隔離膜への囲い込みに関与する遺伝子である FUNDC1 および PARK2（Parkin）の
発現をリアルタイム PCR 法にて検討し、miRNAs を標的とした核酸治療薬によるステムセルエイ
ジング制御の可能性を検討した。 
６）ADSC の老化過程におけるプロテオーム解析 
継代数 7(P7)と 23(P23)の ADSC の蛋白質画分を nano-LC カラムにて分画後、LC-MS/MS によるシ

ョットガン質量分析による網羅的な蛋白解析を実施し、線維芽細胞増殖因子（FGF-2）添加群と
非添加群の蛋白発現の変化を比較、検討した。 
７）ビーグル犬歯周組織欠損モデルを用いたステムセルエイジング制御 ADSC の歯周組織再生効
果の検討 
microRNAs-mRNA-ミトコンドリア機能制御タンパク経路を標的としたステムセルエイジング制

御による歯周組織再生効果増強を検証するため、ミトコンドリア代謝とアポトーシスに関連す
るサイトカイン X 処理によりステムセルエイジングを制御した ADSC と通常の ADSC をビーグル
犬歯周組織欠損モデルに移植し、臨床的および組織学的に歯周組織再生効果を検討した。 
８）ステムセルエイジングが亢進した高齢者における、歯周病と動脈硬化との関連についての検
討 
高齢者（70 歳）を対象に、４mm以上ポケットの割合と超音波装置により測定した頸動脈肥厚と

の関連を縦断的に調査し、歯周病と動脈硬化との関連を多くの交絡因子の補正が可能な多変量
解析を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
１）in vitro 歯根膜幹細胞老化モデルを用いて継代培養したヒト初代培養歯根膜細胞は、継代
の増加に伴って肥大した細胞形態を呈し、細胞増殖能や幹細胞マーカーの発現低下に加え、クロ
マチンの異常を示した。継代数 30 以上の歯根膜細胞には、透過電子顕微鏡観察により、ミトコ
ンドリアと染色体構造の異常が多数認められた。また、遺伝子レベルでは、継代数の多い歯根膜
細胞において、細胞周期の調節制御に関わる P53、P16 の発現増強並びに、炎症性サイトカイン
IL-6、IL-8 などの発現増強が認められ、SASP 蛋白の産生増強も確認された。 
２）in vitro 歯根膜幹細胞老化モデルにおける各継代の歯根膜細胞における miRNA の発現プロ
ファイルとマイクロアレイを用いた mRNA 発現を検討し、Ingenuity Pathway Analysis 法を用い
たトランスクリプトーム解析を行った結果、老化歯根膜細胞において細胞周期、炎症性応答、代
謝能に関係する miRNAs の増加が認められた。また、老化歯根膜細胞において、miRNA-137 の発
現上昇と損傷ミトコンドリアの処理過程の遅延に関与する遺伝子群との関連性が明らかとなっ
たことから、幹細胞のエネルギー代謝の中心となるミトコンドリア代謝の調節経路の異常が歯
根膜細胞のステムセルエイジングに関与する可能性が示唆された。 
３）次世代シーケンサにより P7 と P27 の歯根膜細胞の mRNAs プロファイルを GeneSpring ソフ
トにより比較検討し、P7 に比べ P27 において２倍以上の発現変動を認めた mRNAs を対象とした
GO term 解析を行なった結果、細胞分裂、核タンパク、DNA 修復およびコラーゲンをはじめとす
る細胞外基質タンパクに関係する mRNAs 群が大きく変動することが明らかとなった。また、歯根
膜幹細胞のステムセルエイジングに関与する miRNAs の機能解析を行った結果、歯根膜細胞の細
胞老化に関与する miR-34a の導入により、炎症性サイトカイン（IL-6,IL-8 など）産生が増強し、
細胞外基質蛋白の一つであるペリオスチン産生の増加が認められた（図１）ことから、歯根膜幹
細胞のエイジングに miRNAs が関与している可能性が明らかとなった。 

 



４）miRNA-137 および miRNA181a と相同配列を有する人工 microRNA 模倣鎖を導入した歯根膜幹
細胞内において ROS が増加していることが観察された。また、これら人工 microRNA 模倣鎖を導
入した歯根膜幹細胞において、FUNDC1 および PARK2（Parkin）の有意な発現減少が認められたこ
とから、miRNA-137 および miRNA181a を標的とするマイトファジー制御を基盤とする核酸治療薬
がステムセルエイジング制御に有用である可能性が示唆された（図２）。 

 
５）P23 のADSCでは、P7と比べN-alpha-acetyltransferase 15 NatA auxiliary subunit（NAA15）、
Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2(LTBP2)などの発現が低下してい
たが、FGF-2 添加によりこれらの蛋白発現の回復が認められたことから、機能低下した老化 ADSC
の増殖や再生能が FGF-2 により賦活化できる可能性が示唆された。 
６）ビーグル犬歯周組織欠損モデルにおいて、通常の ADSC し比べサイトカイン X処理によりス
テムセルエイジングを制御した ADSC により歯周組織再生効果が増強される可能性が示唆された。 
７）高齢者（70 歳）において、医学的および社会経済的な多くの交絡因子とは独立して４mm 以
上ポケットの割合と頸動脈肥厚との間に有意な関連が認められたことから、ステムセルエイジ
ングが亢進した高齢者において歯周病と動脈硬化とが関連する可能性が示唆された。 
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