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研究成果の概要（和文）：本研究は、歯周組織形成に対するLRP1の役割とそのシグナル経路を解明することを目
的とした。LRP1は、歯根膜細胞の組織幹細胞（PDLSCs）であるLeptin receptor（Lepr）陽性細胞に強い発現が
みられ、Lepr陽性細胞からLRP1遺伝子を欠損させると、歯根膜細胞の骨芽細胞分化が阻害されて、歯槽骨形成が
低下した。このLRP1欠損によって、BMPシグナルであるSmad1/5/9のリン酸化が阻害されて、その結果、骨芽細胞
分化が抑制され、骨形成が低下することが示された。したがって、LRP1はBMPシグナルを亢進し、骨芽細胞分化
を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to demonstrate the function and signaling pathway of 
low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1). LRP1 was strongly expressed in leptin 
receptor (Lepr)-positive cells, which are periodontal ligament stem cells. Conditional knockout mice
 lacking LRP1 in Lepr-positive cells, were inhibited osteoblast differentiation of periodontal 
ligament cells and decreased ability of bone formation. In addition, LRP1 deficiency suppressed the 
phosphorylation of Smad1/5/9, a BMP signaling pathway, suggesting that osteoblast differentiation 
was inhibited and bone formation was reduced. Therefore, LRP1 in Lepr-positive cells promotes 
osteoblast differentiation and bone formation by activating BMP signaling.

研究分野： 口腔組織学

キーワード： LRP1　歯根膜細胞　歯周組織形成　leptin receptor
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、LRP1は骨芽細胞分化を制御するため歯周組織形成に必要な分子であることが示された。歯周炎
治療や歯の矯正移動では、歯根膜細胞による骨形成能が必須となっている。これらの治療および処置において、
LRP1を制御することで、より効率的な手法の構築が可能になる。また、本研究で得られた結果は、LRP1の新たな
機能を示しており、歯科領域のみならず、骨折治癒など整形外科領域、また生化学分野の発展に貢献できると考
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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
超高齢社会において、咬合機能は Quality of Life（QOL）の向上に極めて重要である。歯周

炎や失活歯の破折などによる歯の喪失は、咬合や顎関節のバランスが崩れ、口腔機能のみならず、
肩こりやめまいなどの全身的機能に支障をきたすことが報告されている。そのため、いかにして
正常な口腔機能を維持および獲得し、QOL を向上させるかが大きな課題になっている。現在、臨
床分野では、主に、guided tissue regeneration（GTR）法や Emdogain®による歯周組織再生が行
われている。一方、基礎研究分野では、新たな組織誘導剤の開発が進められている。歯根膜細胞
（PDL）に存在する Stro-1 と CD146 を発現する歯根膜幹細胞（PDLSC）の細胞分画が抜歯窩修復
および歯周組織再生に寄与する亜集団として考えられているが、その中でも組織修復に携わる
中心的な細胞およびその細胞に働くシグナル経路はいまだ不明である。したがって、この細胞と
シグナル経路を明らかにすることで、より効率的な歯周炎治療法および歯周組織再生法を構築
することが可能になり、正常な口腔機能の獲得に繋がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、歯槽骨代謝制御システムを構築するために、PDLSCs に発現する LRP1 が歯周組織代

謝を制御する主要な因子であることを明らかにする。この目的を達成するため、以下の項目につ
いて検討した。 
(1) PDLSCs で LRP1 発現が高いこと 
(2) leptin receptor（Lepr）が PDLSCs の特徴をもつこと 
(3) Lepr 陽性細胞の LRP1 が歯周組織形成に必須であること 
(4) 骨芽細胞分化における LRP1 のシグナル経路 
(5) 骨形成における p53 と LRP1 の相関関係 

 
３．研究の方法 
(1) PDLSCs における LRP1 の発現の検索 
C57BL/6 マウスの臼歯から採取した PDLs に対して、magnetic activated cell sorting system

（MACS）によって Lepr 陽性細胞を単離し、Western blotting および real-time PCR 解析によっ
て、マウス PDLSCs の LRP1 発現を検索した。ここでは、Lepr 陽性細胞を PDLSCs として用いた。 
 

(2) PDL 由来 Lepr 陽性細胞の組織幹細胞性の検討 
MACS で単離した Lepr 陽性細胞と Lepr 陰性細胞から RNA を抽出して、real-time PCR 解析に

よって、間葉系幹細胞マーカーの遺伝子発現を検索した。さらに、これらの細胞の細胞遊走能、
骨芽細胞分化能、および脂肪細胞分化能を評価した。細胞遊走能は、トランスウェルの上面に細
胞を播種して、6, 12時間後にトランスウェル下面に移動した細胞をトルイジンブルーで染色し、
細胞数を計測した。骨芽細胞分化は、BMP2 添加培地で 5日間培養後、ALPase の染色を行い、ま
た細胞から抽出した RNA を利用して骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現を検索した。脂肪細胞
分化の評価は、脂肪細胞分化誘導培地で 21 日間培養した後、Oil red O 染色、また細胞から RNA
を抽出して脂肪細胞マーカーの遺伝子発現を調べた。 
 

(3) コンディショナルノックアウトマウスおよび PDLs を用いた骨形成評価 
① 遺伝子改変マウスの歯槽骨形成評価 
Lepr-cre マウスと LRP1-flox マウスを用いて、Lepr 陽性細胞から LRP1 遺伝子を欠損させた

LRP1 flox Lepr cre（cKO）マウスと野生型（WT）マウスを得た。5週齢雄性マウスの cKO マウ
スと WT マウスの歯周組織形成を調べるために、マイクロ CT を用いてそれぞれのマウスの上顎
骨を撮影した。画像解析ソフトによって、撮影したマイクロ CT 像から cKO マウスと WT マウス
の歯槽骨量を計測・比較した。さらに、カルセインを７日間隔でマウスの腹腔内に投与した後、
非脱灰標本を作製し、蛍光顕微鏡で骨石灰化速度を計測することで歯槽骨形成能を調べた。 
② cKO マウスの歯根膜組織における骨芽細胞分化の検討 
cKO マウスと WT マウスの第１大臼歯を含む上顎骨のパラフィンブロックからパラフィン切片

を作製した。その切片を用いて、免疫組織化学染色で osterix と runx2 の局在を検索した。 
③ cKO マウス由来 PDLs の骨芽細胞分化能の検討 
cKO マウスと WT マウスの臼歯から採取した cKO PDLs と WT PDLs の RNA を抽出して、real-time 

PCR によって LRP1 遺伝子欠損がおよぼす作用を検討した。さらに、BMP2 の添加によって骨芽細
胞分化を誘導した後、5 日後に ALPase 染色および RNA 抽出によって骨芽細胞分化マーカーを検
索することで、骨芽細胞分化に対する LRP1 の役割を調べた。さらに、これらの PDLs を石灰化誘
導培地で培養し、10 日後に alizarin red によって染色することで、LRP1 欠損による硬組織形成
能への影響を検討した。 
 

(4) LRP1 欠損が BMP シグナルに与える影響の検討 
① 免疫組織化学染色によるシグナルの検討 



 パラフィン切片を用いて、免疫組織化学染色によって Smad1/5/9 と p-Smad1/5/9 の発現を検
索することで、LRP1 欠損が BMP シグナル経路に与える影響を調べた。 
② cKO PDLs で阻害されるシグナルの検討 
それぞれのマウスから採取した PDLs を BMP2 で刺激することで骨芽細胞分化を誘導した。刺

激 5 日後にタンパクを抽出した後、Western blotting によって Smad1/5/9 と p-Smad1/5/9 の発
現を比較した。 
 

(5) LRP1 と p53 の相互関係の検討 
 C57BL/6 マウスから採取した PDLs に対して siRNA LRP1 を導入して LRP1 遺伝子発現をノック
ダウンした後、RNA を抽出した。real-time PCR によって、LRP1 と p53 の発現レベルを調べた。
また、cKO マウス、p53 KO マウス、および WT マウスから MACS によって Lepr 陽性細胞を単離し
た。これらの細胞の LRP1 と p53 の発現レベルを比較することで、LRP1 と p53 の相互関係を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) PDLSCs における LRP1 の発現 
PDLs から単離した Lepr 陽性細胞は、Lepr 陰性細胞と比

べて、LRP1 の遺伝子（図 1）およびタンパク発現が高レベル
だった。これまでに、抜歯窩修復過程の早い段階で LRP1 陽
性細胞が出現することを明らかにしており、これらのことか
ら抜歯窩修復で動員された PDLSCs が骨芽細胞に分化する前
に LRP1 の発現レベルが高くなると考えられる。 
 
(2) PDLs 由来 Lepr 陽性細胞の組織幹細胞性 
 PDLsから単離したLepr陽性細胞が発現する幹細胞マーカ
ーを調べると、Lepr 陰性細胞と比べて CD44, CD73, CD90, 
CD146 が有意に高い発現レベルであった。 
 細胞遊走能に関して、培養 6 時間後には、Lepr 陽性細胞
と Lepr 陰性細胞に大きな差はみられなかったが、12 時間後には、Lepr 陽性細胞の方がメンブレ
ン下面に多くの細胞が移動しており、Lepr 陰性細胞と比べて約 2倍の細胞が観察された。 
骨芽細胞分化について、BMP2 刺激によって Lepr 陰性細胞は、ほとんど ALPase 陽性細胞がみ

られなかったが、Lepr 陽性細胞では、ウェル全体に ALPase 陽性の細胞が観察された。遺伝子発
現においても、Lepr 陽性細胞は、ALP, osterix, bone sialoprotein, osteocalcin が Lepr 陰
性細胞よりも高い発現を示し、Lepr 陽性細胞の骨芽細胞分化能が高いことが明らかにされた。 
脂肪細胞分化においても、Lepr 陽性細胞は、21 日間の培養によって、Oil red O 陽性の脂肪

滴を含む細胞が多くなり、adiponectin や C/EBP の発現も Lepr 陰性細胞よりも高くなった。 
これらの結果は、Lepr 陽性細胞が幹細胞性を有することを示唆している。 

 
(3) cKO マウスおよび PDLs を用いた骨形成評価 
① 遺伝子改変マウスの歯槽骨形成 

 Lepr 陽性細胞から LRP1 遺伝子を欠損させた cKO マウスは、WT
マウスに比べて、歯槽骨内に骨髄腔が多く見られ、歯槽骨量が有
意に減少していた（図 2）。カルセインラベルで骨石灰化速度を
評価すると、cKO マウスでは、二重ラベルの領域が少なく、それ
らのラベル幅も狭くなっており、骨石灰化速度が減少していた
（図 3）。これらの結果は、cKO マウスでは、骨形成能が低下する
ことを示している。 
② cKO マウスの骨芽細胞分化 

 免疫組織化学染色によって、osterix と runx2 の発現を調べる
と、cKO マウスでは、歯根膜組織全体で osterix 陽性細胞と
runx2 陽性細胞が減少していた。 
③ cKO マウス由来 PDLs の骨芽細胞分化 
WT PDLs を BMP2 添加培地および石灰化誘導培地で培養する

と、ウェル全体に ALPase で染色された細胞、また alizarin red
陽性の硬組織形成がみられたのに対し、cKO PDLs では、ほとん
ど ALPase で染色されずに、硬組織形成もまったく認められな
かった。これらのことから、cKO マウスでは、骨芽細胞分化が
阻害されることで、骨形成が抑制されていると考えられる。 
 
(4) LRP1 欠損が BMP シグナルに与える影響 
 cKO マウスの骨芽細胞分化が阻害されていたため、歯根膜組
織での BMP シグナルを検索すると、Smad1/5/9 の発現は歯根膜組織全体にみられ、WT マウスとほ
とんど変わらなかったが、cKO マウスの p-Smad1/5/9 陽性細胞は、WT マウスと同様に歯根膜全体

図 1：Lepr 陽性細胞（Lepr+）と
陰性細胞（Lepr-）のLRP1 発現 

図 2：cKO マウスの骨量
（Bone mass） 

図 3：cKO マウスの骨石灰化
速度（MAR） 



に認められたが、弱い発現しかみられなかった。また、cKO PDLs に対して BMP2 刺激を加えても、
p-Samd1/5/9 の発現レベルは WT PDLs よりも低かった。 
 
(5) LRP1 と p53 の相互関係の検討 
 WT PDLs に siRNA LRP1 を導入すると、LRP1 の発現は減少するのに対し、p53 の発現は増加し
た。また、cKO マウスの PDLs は p53 の遺伝子発現が WT PDLs よりも高くなったのに対し、p53 KO
マウスの PDLs では LRP1 の発現は、WT PDLs よりも高いレベルを示し、LRP1 と p53 の発現には
相反する関係性がみられた。 
 
 本研究によって、PDLSCs に発現する LRP1 は、歯根膜細胞の骨芽細胞分化を誘導することで歯
槽骨形成を促進する役割を担っていることが示唆された。 
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