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研究成果の概要： 
セメント芽細胞において canonical Wnt シグナルが機能的に作動していることを明らかにした。

Wnt3a で刺激したところ、アルカリフォスファターゼ、 骨シアロ蛋白、そして オステオ

カルシン遺伝子の発現が抑制された。さらに、Wnt3a は細胞サイクルの調節因子である

Cyclin D1 遺伝子の発現を誘導するとともに、細胞増殖活性を亢進した。以上の知見から Wnt
シグナルはセメント芽細胞の分化を抑制し、そして増殖反応を亢進することが示唆された。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
歯周組織再生医療の究極の目標は、歯周病で
失われた歯周組織、すなわち、セメント質、
骨、および歯根膜に対して、確実かつ高い必
然性を持つ再生療法を確立することである。
歯小嚢は歯の発生過程におけるエナメル器
および歯乳頭を取り囲む組織である。現在ま
での知見から、歯小嚢細胞は適切な刺激を受
けることによりセメント芽細胞、歯根膜線維
芽細胞、および骨芽細胞へ分化することが示
されている。従って、歯小嚢細胞の分化を規

定する因子を明らかにすることは歯周組織
再生学において決定的な意味を持つと考え
られる。特に、セメント質は歯根の結合組織
性付着の再生に関わることからセメント芽
細胞への分化機構を明らかにすることは非
常に重要である。近年、Wnt/β-catenin 経路
は骨芽細胞の分化誘導において重要なシグ
ナルであることことが報告されてきた。同シ
グナルは骨芽細胞を中心に研究が進んでい
るが、歯小嚢細胞/セメント芽細胞の分化に
おけるWnt/β-cateninの研究の報告は皆無で



ある。また、歯小嚢細胞の分化の機構は骨髄
由来間質細胞のそれとは異なることが示唆
されていることからも、歯周組織における
Wnt/β-catenin シグナルの研究を急ぐ必要が
あった。 
 
２．研究の目的 
「歯小嚢細胞はWnt/β-cateninシグナル伝達
経路を用いてセメント芽細胞に分化する。そ
して、セメント芽細胞の石灰化物形成機構に
Wnt/β-catenin シグナルが関与する。」という
作業仮説を検証するために２つの研究目的
を設定した。 
⑴歯小嚢細胞の in vitro 分化モデルにおい
て、Wnt/β-catenin シグナルが分化調節にど
のように関与しているか解析する。 
⑵セメント芽細胞の in vitro 石灰化モデル
において、Wnt/β-catenin シグナルが石灰化
誘導にどのように関与しているか解析する。 
 
３．研究の方法 
マウスセメント芽細胞（OC-CM30）は M. 
Somerman（ワシントン大）らにより不死化
細胞として樹立されたものを使用する。また、
全ての実験の対照細胞としてマウス骨芽細
胞株 MC3T3-E1 細胞（ATTC）を用いる。 
⑴セメント芽細胞細胞の in vitro 分化モデ
ル 
OCCM30 はアスコルビン酸の存在下で骨形成
関連遺伝子が発現され、そして石灰化ノジュ
ールが形成される。本分化誘導モデルにおい
てWnt/β-cateninシグナルが関与しているか
を次の２点から解析する。 
①細胞内のβ-catenin の発現量の測定：定量
性リアルタイム RT-PCR 法およびウェスタン
ブロット法にて解析する。 
②β-catenin/TCFs/LEF 複合体の転写活性の
測定：TCFs/LEF consensus sequence を含む
TOPFLASH reportor を用いてその転写活性を
ルシフェラーゼアッセイにて測定する。 
⑵骨形成関連遺伝子群の発現誘導に対する
Wnt/β-catenin シグナルの作用 
骨形成関連遺伝子の発現を定量性リアルタ
イム RT-PCR で解析する。 
⑶細胞分化過程におけるWntシグナル転写因
子の解析 
細胞分化過程において TCF-1, -3, -4, およ
びLEF-1の発現を定量性リアルタイムRT-PCR
およびウェスタンブロット法を用いて解析
する。 
 
４．研究成果 
セメント芽細胞は機能的な歯周組織を形成
する上で不可欠なセメント質を形成し、in 
vitroにおいて骨芽細胞と比較して多くの共
通のフェノタイプを有する。Wnt シグナル
は間葉系幹細胞や骨芽細胞の機能を制御す

ることによって骨形成に関与することが知
られている。セメント芽細胞の分化におけ
るWntシグナルの関与ならびにその役割は
ほとんど知られていないが、これらの報告
からWntシグナルはセメント芽細胞の機能
を制御する重要なシグナル伝達経路である
ことが示唆される。本研究において、Wnt
シグナルを形成する分子群がセメント芽細
胞に発現していることを RT-PCR 法で明ら
かにした。LiCl は GSK-3βを抑制すること
によって canonical Wnt シグナルを活性化
するが、細胞を LiCl で刺激することにより
β-catenin の核内移行と標的遺伝子の転写活
性が誘導された。このことからセメント芽
細胞において canonical Wnt シグナルが機
能的に作動していることが示唆された。
LiClによってcanonical Wntシグナルを活性
化したところアルカリフォスファターゼ 

(alkaline phosphatase; ALP)活性の抑制がみ
られた。さらに、ALP、 骨シアロ蛋白 （bone 
sialoprotein; BSP）、そして オステオカルシ
ン （osteocalcin; OCN）遺伝子の発現が抑
制された。canonical Wnt シグナルの代表的
なWntメンバーであるWnt3aで刺激したと
ころ、同様に ALP、BSP、ならびに OCN
遺伝子が抑制された。 
さらに、分化に対してポジティブに作用す
る転写因子 Runx2/Osterix 遺伝子発現が抑
制され、また、ネガティブに作用する転写
因子 Lef1 遺伝子発現が亢進された。
Dickkopf (Dkk)-1 は Wnt コレセプターであ
る低比重リポタンパク様受容体 (LRP5/6)
に結合する canonical Wnt アンタゴニスト
であるが、Dkk-1 存在下で同様の実験を行
ったところWnt3a によるRunx2遺伝子なら
びに OCN 遺伝子に対する発現抑制作用が
解除された。 
これらの知見から、Wnt3a によるセメント
芽細胞の分化抑制作用は canonical Wnt シ
グナルを介した反応であること、そして、
これら転写因子の発現調節によって制御さ
れている可能性があることが示唆された。
さらに、Wnt3a は細胞サイクルの調節因子
である Cyclin D1 遺伝子の発現を誘導する



とともに、細胞増殖活性を亢進した。以上
の知見からWntシグナルはセメント芽細胞
の分化を抑制し、そして増殖反応を亢進す
ることが示唆された。セメント芽細胞の機
能調節機構におけるWntシグナルの役割を
解明することは、歯周組織再生学を進展さ
せる上で重要であると考えられる。 
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