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研究成果の概要（和文）：ビーグル犬のモデルを用いた FGF-2 誘導性の歯周組織再生過程におけ

るトランスクリプトーム解析により PLXNC1、SMOC1、SMOC2、TNS3、NPNT、SPON1、WDHD1 等の遺

伝子が未分化間葉系幹細胞の硬組織形成細胞への分化過程に関与している可能性が明らかとな

った。さらに、歯根膜特異的遺伝子である Periostin、PLAP-1 において、歯根膜特異的 isoform

およびアスパラギン酸配列数多型の存在がそれぞれ明らかとなり、これらの isoform および各

型間で、歯根膜細胞の硬組織形成細胞への分化を制御する能力において差異が存在することが

明らかとなった。上記の遺伝子群は歯周組織再生の結果を予測する上で重要な役割を演じる可

能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Transcriptome analysis of FGF-2-induced periodontal regeneration 
in beagle model revealed that several genes (PLXNC1, SMOC1, SMOC2, TNS3, NPNT, 
SPON1, WDHD1, etc.) can play important roles in osteogenic differentiation of 
mesenchymal stem cells. In addition, periodontal ligament specific splicing isoform of 
Periostin was found. On the other hand, PLAP-1, periodontal ligament specific molecule, 
has an asparagine acid repeat polymorphism. Importantly, these molecular differences 
affected their abilities to regulate differentiation of periodontal ligament cells. These 
results suggest that these genes may play important roles in predicting outcomes of 
regenerative therapy for periodontal tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムプロジェクトに基づきヒト全
ゲノム配列が完全解読され、時代はポストゲ
ノム時代に突入した。そして今、歯周病学の
分野においても、「歯周組織の恒常性維持の

機構」、「歯周病の発症・進行過程」、「歯周病
に対する疾患感受性」に対する理解を高める
ために、網羅的解析により得られた膨大な生
命情報を活用することが強く求められてい
る。この時代の要請に応えるため、我々の研
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究室では、1990 年代後半より歯根膜組織の遺
伝子発現プロフィール解析を開始し、新規歯
根膜特異的遺伝子 PLAP-1 を発見することに
成功した（Yamada et al. 2001, Gene, 275: 
279）。そして今や、PLAP-1 は Periostin にな
らぶ歯根膜特異的マーカーの一つとして、国
際的な認知を受けるに至っている。加えて、
我々の研究室では歯学研究者にとって最も
貴重なデータベースの一つとなり得る約
20,000 個の完全長 cDNA からなるヒト歯根膜
組 織 完 全 長 cDNA デ ー タ ベ ー ス
（Ful-PerioGen）を構築し、歯根膜組織に特
有に発現し、同組織由来細胞の硬組織形成細
胞への分化過程に密接に関連する遺伝子の
同定と機能解析に既に着手している。この
Ful-PerioGen データベースは、歯周病および
歯周組織再生分野におけるバイオインフォ
マティクス研究の基盤情報となり得るもの
である。 

一方、新規歯周組織再生療法開発の現状に
目を転じると、BMP-2、BMP-7、BDNF、TGF-β
等の各種ヒト型リコンビナントサイトカイ
ンを応用した新規歯周組織再生療法（サイト
カイン療法）の樹立に向けた研究が国内・外
で推進されている。2007 年には米国において
PDGF 製剤が製造承認を受け、日本国内におい
ては、我々の研究室を中心に検討を進めてい
る FGF-2を用いた歯周組織再生試験が推進さ
れている。このような背景から、近未来には
生物製剤を用いた複数の新規歯周組織再生
療法が誕生するものと期待が高まっている。
そのような状況下で期待されるのは、如何な
る再生療法をどのような遺伝的背景を有す
る歯周病患者に適応すべきかを“予測”出来
ることである。そのためには、歯周組織再生
過程のイベントを分子レベルで同定し、その
情報を包括的に再構築するための基盤情報
を整備しておくことが必須となる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、歯周組織再生過程で惹起

されるイベントを、時系列的かつ網羅的に解
析することにより、歯周組織再生に関連する
局所生体情報を取得する。そしてその情報を
もとに、歯周組織再生に密接関わると考えら
れる歯周組織に特徴的な分子群を抽出する。
さらにその中から、いくつかの分子に焦点を
当て、同分子の発現調節機構、遺伝子多型等
の有無、および機能解析等を行う。そして、
このようにして得られる分子基盤情報を，歯
周組織再生療法の予後の予測に活用できる
よう整備することを目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) in vivo 歯周組織再生過程におけるトラ
ンスクリプトーム解析 

ビーグル犬 6頭を用いて、ネンブタール全

身麻酔下にて下顎左右第 4 前臼歯を抜歯し、
抜歯窩の治癒期間を経た後、第 1後臼歯の近
心に人工的 3 壁性歯周組織欠損を作製した。
作製した左右の欠損のうち、一側に 3％ヒド
ロキシプロピルセルロース（HPC）を基剤と
した FGF-2含有歯周組織再生誘導薬を投与し
実験側とする一方で、反対側には HPC のみを
投与し対照側とした。FGF-2 の濃度は、これ
までの前臨床研究およびヒト臨床試験にお
いて有意な歯周組織再生が誘導されること
が確認されている 0.3%とした。投与 3、7、
14 日後に、欠損作製部位から組織を採取、全
RNA を抽出した後、GeneChip ® Canine Genome 
Array（Affymetrix 社）を用いて、歯周組織
再生過程における遺伝子発現を網羅的に解
析した。解析にはバイオインフォマティクス
解析ソフトである GeneSpringGX®（Agilent 
Technologies 社）を用いた。 
(2) 硬組織形成細胞への分化過程における
遺伝子発現解析 
ヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）、

ヒト（HPDL）あるいはマウス歯根膜組織由来
細胞（MPDL）を 10mM β-glycerophosphate、
50μg/ml アスコルビン酸ならびに 10%FBS を
含有した DMEM 培地あるいはα-MEM 培地（石灰
化誘導培地、以下 C-Med）にて培養し、経時
的に RNA を採取、抽出した個々の遺伝子につ
いて特異的プライマーを設計し、real-time 
PCR 法にて解析した。 
(3) 免疫染色による Periostin の局在解析 
6週齢C57BL/6マウスの上顎組織を固定後、

凍結薄切切片を作製し、抗 Periostin 抗体 
と ABC 法、DAB による発色により検討した。 
 

(4) 遺伝子導入による機能解析 
Periostin 遺伝子の異なる 2か所の配列を

ターゲットとした siRNA、歯根膜特異的
splicing isoform である Periostin type II
の遺伝子、あるいは D13（N 末端にアスパラ
ギン酸が 13 回連続）型 PLAP-1、D14 型（同
上 14 回連続）PLAP-1 遺伝子をプラスミドベ
クターに組み込み、マウス歯根膜細胞株
MPDL22 に遺伝子導入を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ビーグル犬の歯周組織再生過程におけ
るトランスクリプトーム解析の結果、FGF-2
投与側における遺伝子発現が 3、7、14 日後
のいずれかにおいて、対照側比 2倍以上であ
った遺伝子 1751 個を抽出した。これらの遺
伝子を K-means法によりクラスター解析した
ところ、発現パターンの異なる 4つのクラス
ターに分類された（図 1）。クラスター1 は 7
日目にかけて発現が上昇し、その後下降に転
じるパターンを示し、IL-1、IL-6、IL-8 など
の炎症に関わる遺伝子や上皮に関連する遺
伝子等を含む 414個の遺伝子群で構成されて



いた。クラスター2 は実験期間中、概ね減少
を続けるパターンを示し、615 個の遺伝子群
で構成されていた。クラスター3 は実験期間
中、概ね発現が上昇を続けるパターンを示し、
Alkaline Phosphatase（ALP）や Matrix Gla 
Protein（MGP）などを含む 408 個の遺伝子群
で構成されていた。クラスター4 は 7 日目に
発現が減少し、その後上昇に転じるパターン
を示し、314 個の遺伝子で構成されており、
その中には代謝に関する遺伝子が多く含ま
れていた。さらに GO term 解析を行ったとこ
ろ、クラスター1 には炎症性制御に関連する
GO term が、クラスター4 にはタンパク質翻
訳に関連する GTP結合タンパクや翻訳促進に
関連する GO term が有意に多く含まれていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) (1)にて抽出された遺伝子群 1751 個には、
Uni Gene ID が付与されていない未知の遺伝
子が 265 個含まれると共に、対照群と比較し
て高発現を示し、かつ歯根膜組織における機
能が十分に検討されていない 7 個の遺伝子
（PLXNC1;plexin C1、SMOC1;SPARC related 
modular calcium binding 1、SMOC2;SPARC 
related modular calcium binding 2 、
TNS3;tensin 3 、 NPNT;nephronectin  
SPON1;spondin 1 、 WDHD1;WD repeat and 
HMG-box DNA binding protein 1）を見出し
た。次にこの 7個の各遺伝子が、硬組織形成
細胞への分化過程でどのような発現推移を
示すのかについて、まず ADSC を用いて解析
した。その結果、図 2に示すように 7個全て
の遺伝子が C-Medによる培養下でコントロー
ルに比べ高い発現を示した。 

またHPDLおよびMPDLをC-Medにて培養し、
硬組織形成細胞への分化を誘導した際の、上
記遺伝子群の発現について解析したところ、      
NPNT、PLXNC1 の発現は、分化誘導初期に上昇
し、その後減少に転じた。SPON1、TNS3 は
PLAP-1 と同様のパターンで、発現が増加し続
けた。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 我々の確立したヒト歯根膜組織の完全
長 cDNA ライブラリー（Ful-PerioGen）にお
いて、恒常的に高発現（16427 クローン中頻
度 208）を示す Periostin 遺伝子に着目し、
機能解析を行った。まず、Periostin タンパ
クの発現が歯根膜組織特異的であることを、
マウス顎骨の凍結薄切切片を抗 Periostin抗
体を用いた免疫染色法にて確認した。次に、
in vitro にて BMP-2、BMP-4、TGF-β、IGF-1
を用いて HPDL を刺激したところ、Periostin
の発現上昇が認められた。 
続いて Periostinが歯根膜細胞の硬組織形

成細胞への分化に与える影響を検討するた
めに、siRNA による Periostin 発現抑制 MPDL
を C-Med にて培養し、ALPase 活性を指標とし
て解析した。その結果、Periostin の発現抑
制株では、C-Med 培養による ALPase 活性の上
昇が有意に抑制された。 
一方で、我々は歯根膜特異的に発現する

splicing isoform（Periostin TypeII）が存
在することを見出した。同 isoform を過剰発
現したMPDLにおけるALPase活性はIntegrin 
αvβ3 の中和抗体存在下で有意に抑制された
ことから、Periostin typeIIはIntegrin αvβ3
と結合することにより歯根膜細胞の硬組織
形成細胞への分化を促進することが明らか
となった。 
 
(4) PLAP-1 には N末端のアスパラギン酸（D）
の連続配列数が個人によって異なるという
遺伝子多型が存在し、同遺伝子多型が変形性
膝関節症の発症リスクに関係するという報
告がなされている（Kizawa H et al. Nat Genet. 
37:138, 2005）。そこで、MPDL への遺伝子導
入により D13 型、D14 型 PLAP-1 の強発現株を
作製したところ、D13 型に比べて D14 型
PLAP-1 のほうが、石灰化物形成や BMP-2 誘導
性 ALP活性を有意に抑制することが明らかと



なった。 
さらに、共免疫沈降解析により、D13 型に

比べて D14 型 PLAP-1 はより強く BMP-2 と結
合することが明らかとなった。 

以上のことより、D14 型 PLAP-1 は BMP-2 と
強く結合することで、BMP-2 誘導性の歯根膜
細胞の硬組織形成細胞への分化をより強く
抑制することが示された。 

今回の研究により、歯周組織再生過程にお
いて PLXNC1、SMOC1、SMOC2、TNS3、NPNT、SPON1、
WDHD1 等の機能未知の遺伝子の発現が誘導さ
れ、これらの遺伝子が未分化間葉系幹細胞の
骨芽細胞・セメント芽細胞への分化過程に関
連している可能性が示唆された。さらに、既
に歯根膜特異的遺伝子としての解析が進め
られている Periostin, PLAP-1 において、歯
根膜特異的 isoformおよびアスパラギン酸連
続配列数多型の存在がそれぞれ明らかとな
った。さらに、これらの分子間で、歯根膜細
胞の硬組織形成細胞への分化を制御する能
力において差異が存在することが明らかと
なった。 
 今回明らかになった各種遺伝子の発現状
況等の差異は、歯周組織再生療法の予後の差
異として反映される可能性があり、今後の予
測歯周組織再生医工学の確立に向けた分子
基盤情報の一端が今回の研究成果として得
られたものと考えられる。 
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