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研究成果の概要（和文）：Activin Aは、ヒト歯根膜細胞においては、線維芽細胞様分化がALK4-smad2/3を介し
たシグナル経路により誘導され、ヒト前骨芽細胞においては、骨芽細胞分化がALK1-smad1/5/9を介したシグナル
経路により誘導されることが明らかとなった。
さらに、ラット歯周組織損傷モデルを用いて、Activin Aの歯周組織再生能を評価した結果、損傷後２週間の欠
損部歯周組織において、歯根膜様の線維性組織および骨様組織の形成を認めた。
以上より、Activin Aという１種のサイトカインのみで、歯根膜組織および骨組織において異なる細胞分化誘導
を行うことで、歯周組織再生に寄与していることが推察された。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that Activin A promoted fibroblastic differentiation of 
human periodontal ligament (PDL) cells through ALK4-Smad2/3 pathway and osteoblastic differentiation
 of pre-osteoblasts through ALK1-Smad1/5/9 pathway.
In addition, the results about the evaluation of Activin A-induced periodontal tissue regeneration 
ability using rat periodontal tissue defect model exhibited the formation of PDL-like fibroblastic 
tissue and bone-like tissue in the defect site of periodontal tissue two weeks after surgery.
In conclusion, it was suggested that Activin A contributes to the regeneration of periodontal tissue
 through the induction of different types of cell differentiation in PDL tissue and bone tissue, 
respectively.

研究分野： 歯科保存学研究分野

キーワード： Activin A　歯根膜細胞　前骨芽細胞　歯周組織再生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、Activin Aは、ヒト歯根膜細胞の線維芽細胞様分化、およびヒト前骨芽細胞の骨芽細胞分化を同時
に誘導することが可能な特異なサイトカインであることが明らかとなった。これまでに、同様の機能を有した因
子は報告されておらず、新規の歯周組織再生療法を創生するために、非常に有益な因子であることが示唆され
た。
また、ラット歯周組織損傷モデルにおいて、Activin Aにより、欠損部歯周組織において、歯根膜様の線維性組
織および骨様組織の形成を認めたことから、今後もin vivoにおける更なる研究を推進することで、これまでの
手法よりも簡便で効果的な方法で、臨床応用の実現に繋げていくことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

重度のう蝕、外傷、歯周炎等により歯周組織に重篤な欠損が生じた場合、骨および歯根膜 組

織の再生は困難となり、抜歯に至る可能性が高くなる。したがって、骨および歯根膜組織 を含

む歯周組織の再生誘導能を有した材料の開発が待ち望まれている。欠損を生じた歯周組織を再

生するためには、歯根膜組織を含む軟組織だけではなく、骨およびセメント質を含む硬組織の再

生も必要となる。しかしながら、これらの組織への分化を同時に再生可能なサイトカインは、こ

れまでに報告されていない。 

近年、transforming growth factor β(TGFβ)シグナル経路は歯周組織の創傷治癒に関与す

ることが報告されている(Raja et al.,2009)。Activin A は、TGFβファミリーに属し、様々な

組織において、細胞の分化、増殖、そして遊走等の制御に関与している。最近、申請者らは、

Activin A の分化誘導能に着目し、歯根膜細胞(PDLSCs)に対しては線維芽細胞様分化を促進する

一方(Sugii et al.,2014)、前骨芽細胞(Pre-OBs)に対しては骨芽細胞分化を誘導することを報

告した(杉井ら,2018)。これらの結果より、Activin A は、硬組織および軟組織に含まれる未分

化な細胞の分化をそれぞれ誘導し、包括的に歯周組織再生を誘導する特異なサイトカインとな

り得る可能性が示唆された。 

２．研究の目的 

重度のう蝕、外傷、歯周炎等により歯周組織に重篤な欠損が生じた場合、骨および歯根膜組織

の再生は困難となり、抜歯に至る可能性が高くなる。したがって、骨および歯根膜組織を含む歯

周組織の再生誘導能を有した材料の開発が待ち望まれている。 申請者らは最近、Activin A が、

PDLSCs の線維芽細胞様分化を促進する一方、Pre-OBs に対しては骨芽細胞への分化を増進し、細

胞種によって異なる分化誘導能を有していることを明らかにした。そこで本研究では、Activin 

A が、細胞分化誘導時に働く各々の受容体に結合する領域を同定し、その領域を基にペプチドを

それぞれ合成した後、歯周組織を傷害したラットにペプチドを応用することで、歯周組織再生能

を検討することを目的とした。 

３．研究の方法 

1. activin like kinase (ALK) 4 および ALK1 の各々に結合する Activin A の領域の同定と

ペプチド合成  

Activin A の配列の中で、欠損領域の異なる変異体に GST 標識したベクターを数種類作製し、

GST プルダウン法を用いて、ALK4 および ALK1 の各々と結合する変異体をそれぞれ選別し、ALK4

および ALK1 の 各々のシステインリッチなドメインと結合する Activin A の領域を同定する。

その後、ALK4 および ALK1 に対する各々の結合領域を基にして、ペプチドをそれぞれ合成する。  

2. ペプチドの細胞分化誘導能および Akt リン酸化誘導能の評価 

解析に用いる２種類のペプチドは、将来的に混合した状態での臨床応用を想定している。本研

究では、まずそれぞれのペプチドによる細胞分化誘導能を解析し、至適濃度や分化に要する期間

を明らかにする。次に、この条件下で、２種類のペプチドを混合し、その細胞分化誘導能を解析

することで、最適な混合条件の検討を行うこととした。a.それぞれのペプチドの解析：①ALK4 由

来のペプチドを添加した PDLSCs および添加しない PDLSCs を準備し、一定期間培養後、両群の

PDLSCs の線維芽細胞様分化誘導能を解析する。②ALK1 由来のペプチドを添加した Pre-OBs およ

び添加しない Pre-OBs を準備し、一定期間培養後、両群の Pre-OBs の骨芽細胞分化誘導能を解析

する。b. 混合したペプチドの解析：ALK4 および ALK1 由来のペプチドを様々な比率で混合し、

a.①および a.②と同様の解析を行い、PDLSCs の線維芽細胞様分化誘導能および Pre-OBs の骨

芽細胞分化誘導能を有する最適な条件を検討する。また、それぞれの条件下で作製したペプチド

を添加した PDLSCs における、Akt のリン酸化を、Western blot 法を用いて解析し、ペプチドに



よる Akt リン酸化誘導能について検証する。  

3. in vivo における ALK4 および ALK1 由来のペプチドの歯周組織再生誘導能の検討  

①3D マイクロ CT撮影により、硬組織形成能を評価する。②歯周組織の組織切片を作製し、HE

染色、Masson trichrome 染色を用いて歯根膜組織形 成能を評価する。③傷害後に再生された歯

根膜組織中のコラーゲン、および傷害のない歯根膜組織中のコラーゲン(Control 群)を、

Picrosirius red 染色を用いて検出し、その形成領域を計測することで比較検討を行い、コラー

ゲンの過剰形成の有無を解析する。④骨(OCN,OPN,SP7 等)、 セメント質(DSPP,CP23 等)、そして

歯根膜(POSTN, PLAP1,SCX 等)の組織分化に関連したそれぞれの抗体を用いて免疫組織化学的染

色を行い、組 織分化マーカーのタンパク発現を評価する。 

４．研究成果 

Activin Aによるヒト歯根膜細胞の線維芽細胞様分化誘導機序として、ActivinⅠ型受容体で

あるALK4に着目し、ALK4をノックダウンしたヒト歯根膜細胞を用いて、Activin Aによるヒト歯

根膜細胞の線維芽細胞様分化が、ALK4-smad2/3を介したシグナル伝達経路により誘導されるこ

とを明らかとした。次に、ヒト前骨芽細胞の骨芽細胞分化誘導機序を明らかにするため、ALK1を

ノックダウンしたヒト前骨芽細胞を用いて、骨芽細胞分化に及ぼす影響について解析を行った

ところ、Activin Aによるヒト前骨芽細胞の骨芽細胞分化が、ALK1-smad1/5/9を介したシグナル

伝達経路により誘導されることを明らかとした。次に、線維芽細胞様分化誘導に関与する受容体

として知られているALK5、および骨芽細胞分化誘導に関与する受容体であるALK2に関しても、

各々の受容体の遺伝子発現をノックダウンさせることで、Activin Aの細胞分化誘導に及ぼす影

響を解析した。その結果、ALK5およびALK2をそれぞれノックダウンしたヒト歯根膜細胞およびヒ

ト前骨芽細胞において、Activin Aによって誘導されたヒト歯根膜細胞の線維芽細胞様分化、お

よびヒト前骨芽細胞の骨芽細胞分化に影響を与えなかった。したがって、ALK5およびALK2は、

Activin Aによるヒト歯根膜細胞の線維芽細胞様分化誘導およびヒト前骨芽細胞の骨芽細胞分化

誘導には関与していないことが明らかとなった。 

次に、ラット歯根膜組織傷害モデルを用いた実験においては、傷害された歯根膜組織近傍の歯

根膜組織では、ALK4陽性の細胞が、傷害を受けていない歯根膜組織におけるALK4陽性細胞数と比

較して増加していることが明らかとなった。また、傷害された歯根膜組織近傍の骨組織において

は、ALK1陽性の細胞が骨芽細胞層（歯根膜組織と歯槽骨組織の境界面にある細胞層）において多

く認められることもわかった。 

さらに、in vivo実験としてラット下顎骨の歯周組織に損傷を与えて歯周組織を欠損させたモ

デルを用いて、同欠損部位にActivin Aを添加することで、その歯周組織再生能を評価した。そ

の結果、損傷後２週間の組織切片において、欠損部歯周組織に歯根膜様の線維性組織および骨様

組織の形成を認めた。 

以上より、Activin A という１種のサイトカインのみで、歯根膜組織および骨組織において異

なる細胞分化誘導を行うことで、歯周組織再生に寄与していることが推察された。 
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