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研究成果の概要（和文）：本研究は歯根と歯ぐきを強固に付着させる重要な役割をもつセメント質に対して、そ
の形成に有効に作用する物質を見出すことを目的としている。本研究では歯根を構成する象牙質に含まれている
象牙質シアロタンパクにセメント質形成を誘導する作用があることを検証した。遺伝子組み換え技術を用いて遺
伝子組み換え型象牙質シアロタンパクを合成したところ、同タンパクにはセメント芽細胞の分化を調節する作用
があることを確認した。これらの成果は歯周組織再生理論の進展につながるものである。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to find a substance that effectively acts on 
the cementum formation, which plays an important role in the firm adhesion of the root and gingival 
tissurs. In this study, it was verified that the dentin sialoprotein contained in the dentin which 
constitutes the tooth root has the action which induces the cementum formation. Using genetic 
engineering techniques, we synthesized recombinant dentin sialoprotein and found that it regulated 
the differentiation of cementoblasts. These results lead to the development of periodontal tissue 
regeneration theory.

研究分野： 歯周病学

キーワード： WNTシグナル　象牙質シアロプロテイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯根膜に幹細胞が存在することが明らかとされて以来、同細胞の増殖・分化の制御に基づいた歯周組織再生療法
は現在すでに臨床に広く用いられている。しかしながら、制限された適応症例や十分とはいえない予知性などの
問題点も残されている。本研究は、象牙質基質蛋白にセメント芽細胞分化成熟因子という新たな活性を見出した
ものであり、新たな歯周組織再生理論の進展につながるものである。さらに今後のドラッグデリバリー材料工学
と癒合させることで歯周組織再生療法の飛躍的な進展が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

歯根膜に歯周組織幹細胞が存在することが明らかにされて以来、同細胞の増殖・分化の制御に

基づいた歯周組織再生療法の開発が進められてきた。すでに臨床に広く用いられているエナメ

ルマトリックス蛋白以外にも、血小板由来成長因子や塩基性線維芽細胞成長因子などのヒト型

リコンビナント成長因子の実用化が進んでいる。しかしながら、制限された適応症例や十分とは

いえない予知性などの問題点も残されている。 

 セメント質は歯根と歯周組織の強固な付着、すなわち結合組織性付着に最も重要な役割を果

たす。従って、セメント芽細胞の分化誘導を規定する因子

を明らかにすることは歯周組織再生医学の発展に大きな

意味を持つ。歯小嚢は,発生期歯胚の外周に存在する間葉

系組織であり、歯根形成期において歯小嚢細胞はヘルト

ビヴィッヒ上皮鞘からのシグナルを受けることによりセ

メント芽細胞へ分化し、歯根象牙質表面にセメント質を

形成すると考えられている（右図）。ヘルトヴィッヒ上皮

鞘には骨形成蛋白（BMP-2）やソニック・ヘッジホグなど

の分泌性蛋白の発現が明らかにされており、これらの分

子は培養歯小嚢細胞の分化を増強することが報告されているものの、セメント芽細胞まで分化

を誘導した報告はこれまでにはなかった。 

 研究代表者らは、これまでの研究でセメント芽細胞の分化制御には分泌型糖タンパク Wnt3a が

関与していることを証明するとともに、Wnt3a の発現がヘルトヴィッヒ上皮鞘に認められること、

さらに、同分子は歯小嚢細胞に対して Osterix 依存的にアルカリホスファターゼの発現を誘導

することを明らかにしてきた。近年、Wnt シグナルを活性化させた遺伝子改変マウスでは、セメ

ント質の過形成が誘導されるという報告や、逆に同シグナルを阻害したマウスではセメント芽

細胞の分化が阻害されるという報告は Wnt シグナルがセメント質形成に不可欠であることを示

唆するものである。しかしながら、Wnt シグナルだけで歯小嚢細胞からセメント芽細胞まで分化

を誘導することはできず、完全なセメント芽細胞の分化誘導メカニズムを解明することが喫緊

の課題であった。 

これまでに研究代表者らは、Wnt シグナルは歯小嚢細胞の初期分化マーカーであるアルカリホ

スファターゼの発現を誘導するものの、オステオカルシンなど後期分化マーカーの発現や石灰

化ノジュール形成には誘導能は示さないことを報告してきた。本知見とこれまでの報告に基づ

くと、Wnt シグナルはセメント芽細胞分化への方向付けとして重要なシグナル因子であることが

強く示唆される。一方、近年、象牙質に特異性の高い非コラーゲン性タンパク質である象牙質シ

アロタンパク（Dentin Sialoprotein:DSP）は、象牙質の形成はもとよりセメント質の形成にも

不可欠であることが示唆されている。同遺伝子のノックアウトマウスでは歯根象牙質の石灰化

不全に加え,セメント質形成が抑制される。また、 DSP は歯根膜幹細胞の接着・増殖を増強させ

ることが報告されており、DSP がセメント質形成に関与していることが強く示唆される。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らは、上述の事実に基づいて「歯小嚢細胞は Wnt シグナルによりコミットメントさ

れ、象牙質基質蛋白によりセメント芽細胞への分化に至る」という作業仮説を立てるに至った。

本研究は本作業仮説を分子レベルで証明することである。 



 

３．研究の方法 

⑴ 細胞および材料 

細胞：マウス不死化歯小嚢細胞（SVF4）、マウス不死化セメント芽細胞（OCCM-30）およびヒト

初代培養歯根膜由来幹細胞を用いる。SVF4 および OCCM-30 は樹立者(NIDCR,Somerman M.博士)

から分与を受けた。ヒト歯根膜由来幹細胞は、患者より抜去された智歯歯根膜組織から酵素処

理後、抗 STRO-1 抗体を用いたマグネチックビーズ法により STRO-1 陽性細胞を回収する。DSP

は分担研究者である山越博士よりブタ象牙質由来精製標品の分与を受けた。 

 

⑵ 細胞の機能解析 

細胞を市販リコンビナント Wnt3a でプライミングしたのち、ブタ象牙質由来精製 DSP あるいは

リコンビナントマウス DSP（後述）による刺激培養を行う。セメント質・骨関連分化マーカー

群の遺伝子発現はリアルタイムPCR法、蛋白発現は免疫蛍光染色およびウェスタンブロット法、

骨形成転写因子 Runx2 転写活性はレポーター遺伝子アッセイ、そして石灰化ノジュール形成は

アリザリンレッド染色法を用いて解析を行う。 

 

⑶ 象牙質シアロタンパク発現ベクターの作成 

DSP は、１本の連続したポリペプチド鎖からなる前駆タンパク質である象牙質シアロリンタンパ

ク（DSPP）として象牙芽細胞から合成され、内因性プロテアーゼにより切断され、N末端側が DSP

に、C末端側は象牙質リンタンパク（DPP）となり分泌される。本研究では、N末端側が DSP をコ

ードする cDNA（1-1353 bp）を完全長マウス DSPP cDNA を鋳型 DNA として PCR 法で増幅した。同

cDNA を、①大腸菌発現用ベクターpGEX-6P3、②哺乳動物細胞タンパク質発現用ベクターpFC14 

Halo Tag CMV Flexi ベクター、および③同発現用 EBV-based ベクターpCEP4 ベクターにクロー

ニングした。 

 

⑷ リコンビナント象牙質シアロタンパクの精製 

哺乳動物細胞タンパク質発現用ベクターを HEK293 細胞に遺伝子導入し、その培養上清を回収し

た。His アフィニティーカラム(ニッケルアガロースカラム)および陰イオン交換カラム

（Sepharose Fast Flow）を用いて各画分に分け、それぞれの画分のタンパクをウェスタンブロ

ット法で確認しながら精製を進めた。精製物をリン酸緩衝液で一昼夜透析を行い、精製物を電気

泳動後クマシー染色あるいは銀染色で単一バンドであることを確認し、最終精製物とした。 

 

４．研究成果 

⑴Wnt3a シグナルでプライミングされたマウス歯小嚢細胞およ

びヒト初代培養歯根膜由来幹細胞はブタ象牙質由来精製DSP標

品で刺激することによりセメント質・骨形成関連の初期分化マ

ーカーであるアルカリホスファターゼの発現には有意な変化

を与えなかったが，後期分化マーカーであるオステオカルシン

（OCN）の発現誘導（右図）および石灰化ノジュール形成の誘導

が増強されることをリアルタイムPCR法およびアリザリンレッ

ド染色法により明らかとなった。 

 



⑵哺乳類細胞用発現ベクターを用いてマウス不死化歯

小嚢細胞に DSP を強制発現させて同様の実験を行った

ところ、細胞分化マーカーの発現が誘導されることが

明らかとなった（右上図、縦軸：OCN 遺伝子発現レベル、

横軸：WNT3a 濃度）。 

WNT シグナルのプライミング効果の特異性に関して検

討を行うために、ほかのシグナリング分子である骨形

成蛋白（BMP-2）やソニック・ヘッジホグ（Shh）による

プライミング作用と比較したところ、本分化誘導活性

は WNT3a についてのみ認められ、WNT3a に高い特異性が

あることが明らかとなった（右下図）。 

 

⑶大腸菌用発現ベクターを用いて作成した 6×His を

付与したリコンビナントマウス DSP タンパクを用いて、上記と同様の実験を行ったところ、DSP

タンパクに対して細胞の反応性が⑴、⑵と比較して弱いことが判明した。このことはタンパクに

おいてグリコサミノグリカンの存在が細胞の機能調節に関与しているものと推測した。 

 

⑷そこで、哺乳類細胞での発現させたタンパクを調整するために、⑵で得られた細胞培養上清か

らリコンビナントマウス DSP タンパクの精製を行った。しかしながら、タンパクの発現レベルが

十分でないことが明らかとなり、今後の実験の効率を考え、高効率な発現を可能とする発現ベク

ターを用いて再クローニングを行った。 

 

⑸哺乳類細胞用発現 pCEP4 ベクターにマウス DSPcDNA をクローニングし、新たに DSP 発現ベク

ターを構築した。同ベクターを HEK293 (Human Embryonic Kidney cells 293)細胞に遺伝子導入

することによって 6×His を付与したリコンビナント DSP タンパクを発現させた。培養上清から

イオン交換カラムとニッケルアガロースカラム併用によりほぼ単一バンドのリコンビナントタ

ンパクを精製（約 50~100μg タンパク／100 ml staring sample）することができた。。 

 

⑹精製コンビナントマウス DSPタンパクを用いて、⑴と同様の実験を行ったところ、オステオカ

ルシンの発現のみならず、転写因子 Runx2 および osterix の発現も増強することが明らかとな

った。一方、マウス不死化セメント芽細胞（OCCM-30）に対しては細胞分化マーカーを抑制する

ことが明らかとなった。 

 

これら一連の研究から、Wnt シグナルと象牙質基質蛋白を軸とすることでセメント芽細胞の分化

制御が可能であることを明らかとした。本研究で精製に成功したリコンビナント DSP タンパク

の有効性を今後さらに解析することによって、次世代の歯周組織再生療法の進展につながるも

のと考える。 
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