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研究成果の概要（和文）：歯周組織再生治療としてのMSC移植において、MSCは移植局所に存在する歯周組織構成
細胞との直接接触または間接接触によって細胞機能の制御を受ける。しかし、歯周組織構成細胞が分泌する因子
には未だ不明な点が多いため、本研究では、歯周組織構成細胞からの分泌因子によるMSC細胞機能制御因子およ
び制御メカニズムを解明した。
本研究において、歯周組織構成細胞からの分泌因子により、MSCにおけるHDAC1およびHDAC２の発現・リン酸化お
よび活性制御が影響を受けることで、MSC骨分化が制御されることが明らかとなった。
本研究成果を応用した歯周組織構成細胞と調和の取れた歯周組織再生治療法の確立につながると考える。

研究成果の概要（英文）： On MSC transplantation as periodontal regenerative therapy, MSCs are 
regulated MSC function including cell differentiation by periodontal cells located at the 
transplantation site with direct contact or indirect contact via humoral factor. However, there are 
a lot of unknown points as to humoral factors secreted by periodontal cells, and, therefore, in this
 research, I have investigated the regulatory factor and regulatory mechanism for MSC function by 
humoral factor from periodontal cells.
 By this research, it has been clarified that MSCs were affected in their HDAC1/HDAC2 expression, 
phosphorylation, and activity by periodontal humoral factor, then MSC osteogenesis was regulated.
In the future, I believe this achievement can result in the establishment of coordinated with 
periodontal cells and Effective periodontal regenerative therapy. 

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周組織再生　間葉系幹細胞　歯周靭帯細胞　歯肉線維芽細胞　HDAC　ヒストンアセチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、歯周組織構成細胞であるHPL cellsとHGFからの液性因子によって、MSCの骨分化が制御される
際に影響を受ける因子が確定された。これにより、MSC細胞機能制御因子の中心を担う因子の一つが同定された
ため、今後、これらの因子に対する制御因子の同定および相互作用因子の同定を行うことによって、これらを応
用した歯周組織構成細胞と調和の取れた効果的な歯周組織再生治療法の確立につながることができ、更には、他
の医療分野において応用されるMSCの細胞機能制御因子の同定につながると考えられるため、学術的意義および
社会的意義は大きいと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年、医療の様々な分野で再生医療が行なわれており、歯周病治療においても高度に
組織破壊が進行した歯周炎に対する治療法として歯周組織再生治療法に期待が集まって
いる。現在行われている歯周組織再生治療法には、内在性の再生能力のある細胞を局所
に誘導するGuided tissue regeneration（GTR）法や、増殖・分化誘導 因子である 
Fibroblast growth factor 2（Murakami et al. 2011），Brain-derived neurotrophic 
factor (Kurihara et al.2003)の応用などが挙げられる。しかし、これらの治療法の成
否は、いずれも組織再生能を有する内在性細胞の数や機能に依存しており、また広範な
歯周組織欠損への適応には限界がある。そのため、近年では 細胞を外部から積極的に
移植する歯周組織再生治療法の開発が行われている。 
 間葉系幹細胞(MSC)は、“多分化能と自己複製能を持つ”，“採取・培養法が確立さ
れている”，“自己細胞使用で拒絶反応が少ない”，“癌化などの為害性が極めて少な
い”などの利点がある。これまでに、ビーグル犬臼歯部骨欠損にMSCを移植することで
歯周組織再生が認められた(Kawaguchi et al. 2004)が、移植されたMSCの局所における
細胞機能維持および歯周組織構成細胞への分化機序に不明な点が多く、これらのメカニ
ズムおよび制御因子を明らかにすることは重要である。さらに、現在ではMSCの他家移
植の研究(Takeshita et al. 2017)も行なわれているが、現状では移植に必要なMSCの細
胞数を確保することも大きな問題の１つである。 
移植されたMSCは、移植局所に存在する歯周組織構成細胞との直接接触または間接接触

によって増殖・分化などの細胞機能が制御される。歯周組織構成細胞のうち、歯肉線維芽
細胞（human gingival fibroblast，HGF），歯周靭帯細胞（human periodontal ligament 
cells，HPL cells）が移植されたMSCに影響を及ぼす主要な細胞である。HPL cellsが分泌
する液性因子がヒトMSCの細胞機能に与える影響については既に報告されている(Mizuno 
et al. 2008)が、液性因子の主要成分を含めた詳細なメカニズムは解明されていない。ま
た、申請者らによって、HPL cellsと同様にHGFもMSCの細胞機能に影響を及ぼすことが明
らかにされている(Kaneda-Ikeda et al. 2020)が、その詳細なメカニズムに関しては未だ
不明な点が残る。 
細胞から分泌される因子として、細胞が放出する細胞外小胞の一種であり直径約30～

100 nm程度の超小型膜小胞であるエクソソーム(Exosome)に含まれるタンパク質，mRNA，
microRNA（Valadi et al. 2007）が主に考えられているが、これまでに、歯周組織構成細
胞が産生する特徴的microRNAが確認されており、これらのmicroRNAが各々から分泌される
エクソソーム内に含まれ、移植されたMSCの増殖・分化などの細胞動態に影響を及ぼす可
能性がある。さらに、歯周組織構成細胞から影響を受けたMSCも特徴的なmicroRNA発現の
変化を示すことから、移植MSCが歯周組織構成細胞からの影響によりエクソームを分泌し、
周囲細胞およびMSC自身に影響を及ぼす可能性がある。 
また、microRNAを中心としたエクソソーム内因子は安定しているため、MSCが分泌する

microRNAを含むエクソソームによって骨折などの創傷治癒促進される(Furuta T et al. 
2016)ため、同様に、歯周組織から影響を受けたMSCが分泌するエクソソームを歯周炎によ
る組織破壊に対する歯周組織再生に応用できる可能性も考えられる。 

以上のことから、MSC 移植時の in vivo における細胞動態を想定して、歯周組織構成細
胞から分泌されるエクソソームを中心とした液性因子および MSC が分泌するエクソソー
ムに含まれる因子を同定することで MSC の移植局所における細胞機能制御メカニズム解
明し、さらに、移植時の MSC 前処理またはエクソソームとの複合体としての移植体作製な
ど、MSC が分泌するエクソソームを応用することで効果的な歯周組織再生治療法の確立が
実現できると考えられる 

 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、歯周組織構成細胞から分泌されるエクソソームを中心とした液性因
子が、移植されたMSCの移植局所における細胞機能制御に対して重要な役割を果たすこと
を明らかにするとともに、歯周組織エクソソームおよびMSCから分泌されるエクソソーム
を中心とした液性因子を応用することによって、歯周組織構成細胞と協調した効果的な
歯周組織再生を実現することである。 
具体的には、 
① 歯周組織構成細胞における特徴的遺伝子発現パターンの確認 
② 歯周組織から産生される液性因子によるMSC細胞機能（主に、歯周組織構成細

胞への分化）への影響の確認 



③ 歯周組織から産生される液性因子によるMSC遺伝子発現への影響の確認 
④ 歯周組織からの液性因子によるMSC細胞機能制御における主要遺伝子の同定 
⑤ 歯周組織から産生される液性因子によるMSC細胞機能制御メカニズムの解明 

を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）歯周組織構成細胞における特徴的遺伝子発現パターンの確認 

歯周組織構成細胞のうち、HPL cells および HGF において、mRNA/microRNA アレイを用い

て遺伝子発現を網羅的に解析および同定した。 

また、 HPL cells および HGF における HDAC1/HDAC2/HDAC4 mRNA 発現はリアルタイム PCR

法を用いて確認した。 

 （２）MSC の歯周組織構成細胞への骨分化に対する因子の検討 

歯周組織構成細胞である HPL cells または HGF との共培養下で MSC に骨分化誘導を行な       

うことによって、MSC に誘導される遺伝子の同定および骨分化を評価した。 

       歯周組織構成細胞と MSC は Trans well を用いた間接的接触による共培養を行い、骨分

化誘導には骨分化誘導培地を用いた。 

   骨分化の評価は、骨分化関連遺伝子であるオステオンチン（OPN）・オステオカルシン（OC）   

および骨分化関連転写因子である Runx2 の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法、基質の石灰    

化はアリザリンレッド染色を用いて確認した。 

 

エクソソームを含む歯周組織構成細胞からの液性因子による MSC 細胞機能への影響を解明

する上で、MSC と比較して HPL cells および HGF に特徴的に発現している遺伝子が重要な役割

を果たしているという仮説の下、HDAC1mRNA 発現に特徴的な変化が確認できたため、以下の実

験では HDAC1 に加えて、変化がほとんど認められなかった HDAC2 の影響に関して検討した。 

 

（３）歯周組織構成細胞との共培養による MSC における HDAC1・2 への影響の検討 

歯周組織構成細胞のとの共培養下で MSC に骨分化誘導をすることによって、MSC における 

HDAC1・HDAC2 発現・リン酸化およびヒストン H3アセチル化に対する影響を評価した。 

 HDAC1・HDAC2 mRNA 発現はリアルタイム PCR 法、HDAC1・HDAC2 タンパク質発現/リン酸

化およびヒストン H3発現/アセチル化はウエスタンブロッティング法にて確認した。 

（４）MSC 骨分化に対する HDAC インヒビターによる影響の検討 

HDAC インヒビターであるトリコスタチン A(TSA)を用いて、MSC 骨分化誘導下における骨

分化および HDAC1・HDAC2 発現・リン酸化およびヒストン H3アセチル化に対する影響を評

価した。 

   骨分化の評価は OPN/OC/Runx2 の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法、石灰化はアリザリン

レッド染色を用いて確認した。 

また、HDAC1・HDAC2 mRNA 発現はリアルタイム PCR 法、HDAC1・HDAC2 タンパク質発現/リ

ン酸化およびヒストン H3 発現/アセチル化はウエスタンブロッティング法を用いて、そ

れぞれ確認した。 

（５）MSC 骨分化に対する HDACs 発現制御による影響の検討 

歯周組織構成細胞との共培養により誘導される HDAC の発現抑制または過剰発現を行なう   

ことで、MSC 細胞機能（骨分化）への影響に変化が認められるか否かを確認した。 

 HDAC１・HDAC2 の発現抑制は siRNA を用いて、過剰発現はプラスミド DNA のトランスフ



ェクションによって、それぞれ行なった。 

    骨分化の評価は OPN/OC/Runx2 の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法、石灰化はアリザリ

ンレッド染色を用いて確認した。 

 

 

４．研究成果 

（１）歯周組織構成細胞における特徴的遺伝子発現パターンの確認 

歯周組織構成細胞である HPL cells および HGF において、特徴的な発現パターンを示す

mRNA および microRNA が同定できた。 

    
（表１）HPL cells/HGF における特徴的遺伝子発現プロファイル 

これらの結果のうち、HPL cells と HGF において、HDAC1 の発現が特徴的に認められた。 

（図１）HPL cells/HGF における HDACｓ mRNA 発現 

 

（２）MSC の歯周組織構成細胞への骨分化に対する因子の検討 

MSC と HPL cells または HGF との共培養によって、骨分化関連遺伝子の減少および石灰化   

の抑制が確認された。また、MSC と HPL cells または HGF との共培養によって誘導され  

る microRNA が確認された。 

(a)                                   (b) 

    

（図２）HPL cells/HGF との共培養による MSC 骨

分化および microRNA 発現への影響 

（３）歯周組織構成細胞との共培養による MSC における HDAC1・2 への影響の検討 

MSC と HPL cells または HGF との共培養によって、それぞれの共培養における HDAC1, HDAC2

の発現への影響およびリン酸化の抑制および Histon H3 のアセチル化への影響が確認できた。 

     



（図 3）HPL cells/HGF による MSC における HDACs およびヒストン H3アセチル化に対する影響 

 

（４）MSC 骨分化に対する HDAC インヒビターによる影響の検討 

HDAC inhibitor であるトリコスタチン A(TSA)により、共培養時と同様に MSC 骨分化の抑 

制が確認できた。また、HDAC1, HDAC2 の発現への影響およびリン酸化およびヒストン H3 

のアセチル化への影響が確認できた。 

 
（図 4）HDAC inhibitor による MSC における HDACs およびヒストン H3アセチル化に対する影響 

 

（５）MSC 骨分化に対する HDACs 発現制御による影響の検討 

①HDAC1/2 遺伝子抑制により、共培養時と同様に MSC 骨分化の抑制が確認できた。 

       

（図 5-1）HDACs 発現抑制による MSC 骨分化に与える影響 

 

②HDAC1/2 過剰発現により、共培養時と反対に MSC 骨分化の促進が確認できた。 

       
（図 5-2）HDACs 過剰発現による MSC 骨分化に与える影響 

 

以上の結果から、MSC 骨分化は、移植局所において HPL cells および HGF の液性因子を介して抑
制的な制御を受けることが明らかになった、さらに、これらの抑制的な制御は HDAC 発現制御お
よび HDAC 活性の制御に伴うヒストン H3アセチル化によって制御されていることが示された。 
それゆえに、HDAC 発現の制御は効果的な歯周組織再生、特に骨再生に対して有効であるという
ことが示唆された。 
しかしながら、本研究において、歯周組織構成細胞による HDAC 発現制御因子を含めた活性制御
の詳細な制御メカニズムおよび制御因子を同定するに至っていないため、今後は歯周組織構成
細胞が産生するエクソソーム内因子の解析および HDAC 発現・活性制御因子の同定をおこない、
さらに、歯周組織構成細胞からの液性因子による MSC エクソソーム内因子の変化に着目した分
化制御メカニズム解明に関する研究が必要であると考える。 
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