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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨損傷部位や抜歯窩に動員される間葉系細胞(MSCs)の特徴およびそれら
が発現するLow density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1)の機能的役割について検討した。組
織損傷後、早期にMSCsが動員されるのだが、そのMSCsにはLRP1が発現することが明らかにされた。そして、LRP1
発現が細胞遊走能に関与し、骨代謝関連遺伝子を調節することが明らかになった。本実験によって、MSCsが発現
するLRP1が骨組織損傷部位で、骨形成および骨吸収を調節する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the characteristics of mesenchymal cells 
(MSCs) mobilized to bone defect sites and tooth sockets, and the functional role of low density 
lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) expressed by them. 
It was revealed that MSCs were mobilized to the injured site early after tissue damege, and that 
MSCs expressed LRP1. Then, it was clarified that LRP1 expression is involved in cell migration 
ability and regulates bone metabolism-related genes. 
This study revealed that LRP1 expressed by MSCs mobilized to the site of injury, may regulates bone 
resorption and bone formation. 

研究分野：口腔解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周炎などによる歯の喪失に対して、どのように歯を再生するかが大きな課題になっている。歯槽骨を再生およ
び維持するためには、歯根膜に存在する細胞機能を解明することが重要である。歯根膜には、幹細胞である歯根
膜幹細胞が存在し、この細胞によって、歯槽骨が形成されている。しかしながら、歯根膜幹細胞がどのようにし
て、歯周組織の環境を維持しているのかが不明であった。本研究によって、歯根膜幹細胞の持つLRP1が骨代謝を
調節する可能性が示された。この成果は、歯周病治療薬および歯科矯正の新たな治療法の開発に繋がると考えら
れる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯槽骨修復を含めた組織損傷治癒は、間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cells:MSCs)の遊走から
始まり、細胞接着、細胞分化、そして、基質形成による組織修復の過程を辿る。効率的な組織損
傷治癒を目指すためには、いかにして損傷部位に細胞を集積させるかが問われる。そのため、
MSCs の細胞遊走および誘導因子に関わる研究が幅広く行われている。細胞遊走の制御因子とし
て、CXCL12-CXCR4 軸や CX3CL1-CX3CR1 軸が有力とされている。また、損傷部位への細胞誘導因
子は、IL6, TNFなどの炎症性サイトカインが多く報告されている。一方、MSC 遊走機能のメカ
ニズムに関しては、細胞遊走に直接的に関わる葉状仮足形成および維持に PI3Ks シグナルが重
要であることが報告された。しかしながら、この PI3Ks シグナルを制御する因子はいまだ不明で
ある。細胞遊走機能を制御する因子およびそのメカニズムを解明することで、MSCs を積極的に
遊走させることが可能となり、新たな組織修復システムの構築が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新たな組織修復システムを構築するため、細胞遊走機能を制御する因子とそのメカ
ニズムの解明を目的とした。この目的を達成するために、以下のことを明らかにする。 
(1) 組織修復部位に遊走される MSCs の細胞性状を明らかにする。 
(2) 組織損傷修復における LRP1 の機能的役割を明らかにする。 
(3) MSCs の細胞遊走機能における LRP1 と p53 の相互関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)-① 骨欠損修復部位に遊走される MSCs の単離：マウス大腿骨に骨欠損を作製し、術後 3日目
に欠損部位から細胞を採取した。その細胞から Magnetic activating cell sorting system 
(MACS)を用いて、血球系細胞である Lin 陽性細胞を除去し、MSCs を単離した。Real-time PCR に
よって、その MSCs が発現する遺伝子を解析し、非骨欠損部位から採取した MSCs と比較した。 
(1)-② 歯根膜組織からの歯根膜幹細胞(PDLSC)の単離：これまでに、骨髄中の Leptin receptor 
(Lepr)陽性細胞が幹細胞性を持つことが報告されているため、Lepr 抗体を用いて、PDLSC の単離
を試みた。Real-time PCR を用いて、Lepr 陽性 PDL の幹細胞マーカーを検索した。 
(1)-③ Lepr 陽性 PDL の多分化能の検索：単離した Lepr 陽性 PDL を骨芽細胞分化培地および脂
肪細胞分化培地で、それぞれの細胞に分化誘導を行った。骨芽細胞分化では、骨芽細胞マーカー
である alp, osterix, osteocalcin の遺伝子発現を検索した。脂肪細胞分化では、Oil red O 染
色に加え、adiponectin および c/ebp の遺伝子発現を検索した。 
 
(2)-① 骨欠損修復における LRP1 陽性細胞の局在：免疫組織化学染色によって、骨欠損修復過程
での LRP1 陽性細胞の局在を検索した。 
(2)-② 骨欠損部位での LRP1 の機能：siRNA を遺伝子導入して、骨髄由来間葉系細胞(BMSCs)と
骨芽細胞(OB)から LRP1 発現を抑制した。LRP1 の機能を検討するため、ボイデンチャンバーを用
いて、 siRNA 処理した細胞の細胞遊走能を評価した。 
(2)-③ 抜歯窩における LRP1 陽性細胞の局在：免疫組織化学染色によって、抜歯窩修復と LRP1
陽性細胞の局在を検索した。 
(2)-④ PDL における LRP1 の機能：PDL に siRNA を遺伝子導入して、LRP1 発現を抑制した PDL の
遺伝子発現を検討した。 
 
(3) LRP1 KO マウス由来 PDL における p53 発現の検索：LRP1-flox マウスと Lepr-cre マウスを
交配し、lepr 陽性細胞の LRP1 発現が欠損されるマウス(cLRP1 KO マウス)を作成した。cLRP1 KO
マウスの PDL を採取し、遺伝子発現を検索した。 
 
４．研究成果 
(1)-① 単離した MSCs マ
ーカーの遺伝子を検索す
ると、非骨欠損部位からの
MSCs よりも骨欠損部位か
ら採取した MSCs の方が、
cd73, cd106, cd146 にお
いて高い発現が見られた
(図 1)。また、alkaline 
phosphatase (alp)および
osterix (osx)などの骨芽
細胞マーカーを検索する
と、骨欠損部位の MSCs (Lin-)の方が有意に高い値を示した(図 2)。これらの結果は、骨欠損部
の MSCs は、非骨欠損部の MSCs よりも高い幹細胞マーカーを有しており、すでに前駆骨芽細胞に
分化する状況にあることを示している。 

図 1. 骨欠損部位から単離した MSCs の遺伝子発現 



(1)-② PDL から単離した Lepr 陽性
PDL は、MSCs マーカーである cd44, 
cd73, cd90, cd105, cd146 の発現が
Lepr 陰性細胞に比べて高値を示し
た。さらに、Lepr 陽性細胞は、接着
性を有しているため、PDLSC である可
能性が示唆された。 
 
(1)-③ PDL は、骨芽細胞分化誘導培
地によって alp, osx, および ocn 発
現が増加された。特に、Lepr 陽性 PDL
は、Lepr 陰性 PDL よりも、alp およ
び ocn 発現が有意に高くなった。一方、脂肪細胞分化では、分化誘導培地によって、PDL は脂肪
滴を持った脂肪細胞を形成し、Lepr 陰性 PDL よりも Lepr 陽性 PDL の方が有意に高い脂肪滴形成
能が示された。そして、脂肪細胞マーカーである adiponectin および c/ebp においても、同様
に、Lepr 陽性 PDL の方が有意に高い発現が認められた。これらの結果は、Lepr 陽性 PDL が、骨
芽細胞および脂肪細胞への高い分化能を有することを示している。 
実験(1)では、1) 組織損傷後 3日で、組織修復部位に MSCs が動員されること、2) 抜歯窩におけ
る Lepr 陽性 PDL が、PDLSCs の特性を有することが示唆された。 
 
(2)-① 骨欠損修復過程において、骨欠損
1日目は、血球系細胞が集積し、肉芽組織
形成が開始された。3日目には、欠損部位
に動員されるMSCsに強いLRP1発現が認め
られた（図 3, 矢印）。時間経過とともに、
MSCs の細胞数は増加し、ほとんどの MSCs
は LRP1 を発現した。７日目になると、骨
様硬組織が形成された。骨様硬組織周囲に
認められる骨芽細胞もまた LRP1 発現が見
られ、さらに、硬組織内に存在する骨細胞
様細胞にも LRP1 が認められた（図 3、矢
印）。これらの結果は、LRP1 が MSCs の骨欠損部位への動員に関与する可能性、そして、MSCs が
骨芽細胞および骨細胞に分化するまで、LRP1 が発現することを明らかにした。 
 
(2)-② 本実験では、4
種類の siRNA のうち、
効率的に LRP1 発現を
抑制した siRNA2 と
siRNA4を使用した。OB
および BMSC のいずれ
においても、siRNAは、
細胞遊走能を抑制し
た(図 4)。 
実験(2)-①,②の結果
は、MSCsが骨欠損部位
に動員するために、
LRP1 が働いている可
能性を示唆している。 
 
(2)-③ 免疫組織化学染色によって、抜歯窩における LRP1 陽性細胞の局在を検索した。骨欠損部
位の修復と同様に、3日目で、LRP1 陽性細胞が出現し、その細胞数が増加するとともに、抜歯窩
辺縁に硬組織の形成が認められた。その骨様硬組織周囲の骨芽細胞および硬組織内の骨細胞も
また LRP1 陽性であった。 
 
(2)-④ PDL に対して siRNA を遺伝子導入し、効率的に LRP1 を抑制した siRNA1 と siRNA4 を用い
て、実験を行った。siRNA は、PDL の BMP2, BMP4 および OPG 発現を抑制、RNAKL 発現を増加した。 
実験(2)-③,④の結果は、PDL が骨代謝関連の遺伝子を発現し、LRP1 によって、それらの発現が
調節されることを示した。 

図 2. 骨欠損部位から単離した MSCs の遺伝子発現 

図 4. 細胞遊走能に対する LRP1 抑制の作用 
Well に BMP2 添加培地を加え、インサートに細胞を播種した。播種 12時間
後に、well 内の細胞を Phalloidin-Phodamine (赤)で染色した。 

図 3. 骨欠損部位における LRP1 陽性細胞の局在 



(3) Lepr 陽性細胞の LRP1 遺伝子を欠損した cLRP1 KO マウスから PDL を採取し、遺伝子発現を
検索した。実験(2)-④と同様に、BMP-2,および OPG 発現の抑制、そして、RANKL 発現の亢進が見
られた。さらに、cLRP1 KO PDL は、p53 発現を増加させた。これらの結果は、LRP1 が骨形成に
対して、促進的に働くことを示唆している。また、p53 KO マウスは、骨欠損修復が促進される
ことから、p53 が骨形成を負に制御すると考えらえる。そして、本研究で、LRP1 KO が p53 発現
を増加させたことから、p53 と LRP1 が相反する関係性を有することが明らかにされた。 
 
本研究によって、LRP1 は、組織修復のための細胞遊走に関与し、その後の硬組織形成を調節す
ることが示唆された。 
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