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研究成果の概要（和文）：　歯及び歯周組織に存在する多分化能を持つ歯根膜幹細胞・歯髄幹細胞の分化制御に
よる新しい硬組織再生療法を見出すため、幹細胞の分化制御に関わるシグナル分子として、生体内に存在する脂
質メディエーターであるスフィンゴシン-1-リン酸(S1P)に着目した。その結果、S1PによるWnt5a分泌促進作用に
起因する間葉系幹細胞の骨芽細胞分化促進作用、マウス骨組織におけるS1PR2受容体を介した骨組織形成促進作
用を見出した。今後、本研究成果に基づくS1Pによる硬組織形成作用の臨床応用を目指す。

研究成果の概要（英文）： Mesenchymal stem cells (MSC) in periodontal ligament or dental pulp play a 
crucial role in periodontal tissue regeneration or hard tissue regeneration. Therefore, to regulate 
the commitment to MSC differentiation is important for regenerative treatment. 
 S1P regulates many cellular responses, such as migration, growth, and differentiation. In this 
study, we investigated the mechanism of S1P-modulated MSC differentiation. 
  We found that S1P enhances Wnt5a expression, which leads to the trigger of osteogenic 
differentiation in MSC. Furthermore, we found that S1P/S1PR2 signaling promotes osteogenic 
differentiation and bone formation in vivo. Our results suggest a potential beneficial role of this 
compound for hard tissue regeneration.
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１．研究開始当初の背景 
	 歯髄の保存を可能とする究極の治療法の
確立、根尖性歯周炎や歯内歯周病変により失
われた歯周組織の再生は、「歯の保存」を介
して	 QOL	 の向上に大きく貢献する。歯髄組
織には多分化能を持つ歯髄幹細胞が存在す
ることが報告されている。また、歯根膜組織
にも歯根膜幹細胞が存在する。近年の	 iPS	 
細胞あるいは	 ES	 細胞の研究から象徴され
るように、幹細胞は組織再生に主要な要素で
ある。しかしながら、歯髄幹細胞及び歯根膜
幹細胞分化制御機構に関する分子レベルで
の知見は未だ少ない。	 
	 間葉系幹細胞は、特異的な転写因子の働き
により骨芽細胞、脂肪細胞、神経細胞等への
多分化能を有する。これまでのところ、間葉
系幹細胞の分化過程で、骨芽細胞と脂肪細胞
は相互に分化を阻害しあうことが示唆され
ている。歯髄組織、歯根膜組織には、この間
葉系幹細胞が豊富に存在しており、象牙芽細
胞、セメント芽細胞もこの間葉系幹細胞から
分化する。	 
	 本研究で注目したスフィンゴシン-1-リン
酸(S1P)は生体内、特に血漿中に多く存在す
る。生体膜を構成するスフィンゴ脂質の代謝
産物で、スフィンゴシンキナーゼという酵素
により膜から切り出され遊離した後に細胞
膜上の受容体に結合し、シグナル伝達分子と
しての役割を担う。	 
	 S1P	 と硬組織関連の知見として、破骨細胞
分化抑制作用、骨吸収抑制作用があるが、
我々はこれまでに、 in	 vitro における
S1P/S1PR1 受容体シグナル伝達経路による骨
芽細胞分化促進作用メカニズムを報告した。	 
	 本研究では、間葉系幹細胞の分化における
制御因子としての	 S1P	 の役割の解明を行う
ことにより、新規の硬組織再生治療法の開発
と臨床応用に繋げるべく検討を行った。	 
	 
２．研究の目的	 
	 (1)	 間葉系幹細胞を用いて、分化を制御す
る一連のシグナル伝達機構における	 S1P	 の
作用点を分子レベルで明らかにする。骨芽細
胞分化と脂肪細胞分化は相互に分化を阻害
しあうことが明らかとなっているため、特に
S1P が間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化なら
びに脂肪細胞への分化に及ぼす影響に焦点
をしぼり、間葉系幹細胞分化における新規制
御因子としての S1P の役割を解明する、(2)	 
動物モデルを用いて	 in	 vivo	 における	 S1P	 
の硬組織形成促進作用とその作用機序につ
いて検証する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 未分化間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 細胞を用
いて、(1)	 S1P による骨芽細胞への分化機構
の解明を行う。特に、骨芽細胞分化に重要な
Wnt シグナル伝達経路に及ぼす S1P	 の影響に
ついて検討を行う。(2)	 S1P による脂肪細胞
への分化機構の解明を行う。細胞内 cAMP 蓄

積による脂肪細胞分化促進メカニズムが報
告されている一方で、S1P は細胞内 cAMP 濃度
を減少する作用が知られていることから、脂
肪細胞分化において S1P が細胞内 cAMP 濃度
に及ぼす影響について検討を行う。また、(3)
動物モデルを用いて、in	 vivo	 における S1P	 
の硬組織形成促進作用の検証を行う。マウス
腹腔内に S1PR1 受容体及び S1PR2 受容体特異
的作動薬・阻害薬を投与し、microCT を用い
て、脛骨における骨量等の海綿骨各種パラメ
ーターへの影響を解析する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 S1P により、間葉系幹細胞の骨芽細胞へ
の分化促進作用が明らかとなった。すなわち、
骨芽細胞分化マーカーである Alkaline	 
phosphatase ならびに osteocalcin の遺伝子
発現増加を見出した。また、石灰化の亢進を
見出した。S1P	 による Wnt5a 分泌増加作用が、
beta-catenin依存性の標準Wnt経路の協働受
容体である LRP5/6 の遺伝子発現を増加させ
た。この現象は Wnt5a 中和抗体により抑制さ
れたことから、S1P による間葉系幹細胞の骨
芽細胞分化促進作用には Wnt5a の分泌増加が
関与することが示唆された。また、この経路
は内在性の beta-catenin 依存性 Wnt 経路に
依存しないことも見出した。	 
(2)	 S1P により、間葉系幹細胞の脂肪細胞へ
の分化抑制作用が明らかとなった。すなわち、
脂肪細胞分化マーカーである C/EBPbeta、
PPARgamma	 の遺伝子発現の抑制ならびに脂
肪滴形成の抑制を見出した。Gi 依存性の
S1P/S1PR1	 シグナル伝達経路の活性化が
cAMP	 の細胞内蓄積阻害とそれに引き続く
PKA 活性抑制ならびに C/EBPbeta、PPARgamma
の発現量減少を引き起こし、間葉系幹細胞の
脂肪細胞分化を抑制することを明らかにし
た。	 
(3)	 動物モデルにおいて、S1P	 が硬組織形成
に及ぼす影響について検討するため、まず骨
組織における S1P の作用とその機序について、
マウス脛骨を用いて S1PR1 および S1PR2 受容
体特異的作動薬・阻害薬が海綿骨骨組織に及
ぼす影響について検討した。その結果、S1PR1
受容体のみならず、S1PR2 受容体を介した骨
組織形成促進作用を見出した。この S1PR2 受
容体を介した骨形成促進作用は、RhoA/ROCK
シグナル伝達経路の阻害剤を用いると抑制
されたことから、マウス脛骨骨組織における
S1P による骨形成促進作用の一部に、
S1PR2/RhoA/ROCK シグナル伝達経路の活性化
が関与することを明らかにした。	 
	 上記(1)-(3)	 は雑誌論文として世界に先
駆けて発表した。本研究により得られた成果
は、S1P を用いた骨組織・硬組織再生治療法
の新規開発へ臨床応用する基盤となった。	 
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