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研究成果の概要（和文）：我々は,健常者歯根膜由来細胞とＤｏｗｎ症候群歯根膜由来細胞にＳＶ４０,
ｈＴＥＲＴをトランスフェクションした結果,SV40,hTERTの発現と,80回を超える細胞分裂を認めるＳＴＰＤＬと
ＳＴＰＤＬＤＳを獲得した.遺伝子型解析では,初期培養した細胞でDown症候群の特徴である21番染色トリソミー
を確認し,トランスフェクション後のSTPDLDSにおいて、染色体の倍加を認めた.また、健常者初代培養細胞
(pPDL)とSTPDL,STPDLDSは同様の遺伝子発現を認めた.今回,獲得した,STPDLDSはDown症候群患者の歯周疾患の解
析に有用であると考えられる.

研究成果の概要（英文）：We established immortalized periodontal ligament cells obtained from Down’s
 syndrome patients by use of SV40T-Ag and hTERT gene transfection. Expressions of SV40T-Ag and hTERT
 were observed in periodontal ligament cell-derived immortalized cells established from healthy 
(STPDL) and Down’s syndrome patient (STPDLDS).That showed cell doubling occurred more than 80 
times. Simple karyotype analyses were performed to analyze ploidy, aneuploidy, and presence or 
absence of chromosome translocation. Primary cultured periodontal ligament cells obtained from the 
patients showed a three occurrences of chromosome 21, whereas STPDLDS samples showed a large number 
of abnormal chromosomes in those results. Gene expression analysis revealed that both STPDL and 
STPDLDS retained the same gene expression pattern as pPDL as periodontal ligament cells. These 
results suggest that the newly established STPDLDS cell line may be a useful tool for study of 
periodontal disease in Down’s syndrome patients.

研究分野： 小児成育歯科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ダウン症候群は合併症として,心室中隔欠損,白血病などの血液疾患を認める. これらは,21番染色体トリソミー
により,同染色上にあるDSCR1の発現を活性させ,血管形成に関するカルシニューリンシグナル経路を阻害するこ
とが要因として考えられている. これらは,ダウン症候群の歯科的特徴である進行性の歯周炎などにも影響して
いると考えられる.本研究結果より獲得したSTPDLDSにおいてSV40 Positive, hTERTの有意な活性の上昇,
Hayflick limitを超える細胞増殖,DSCR1発現の上昇,核型解析より,染色体の倍加を認めた.これらを解析し歯周
疾患の効果的な治療方法を確立する. 

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

国民の健康維持、増進のために、全身疾患とも関連のある歯周病の高罹患率を低減させること

は、危急の課題である。申請者らはこれまで、ヒト歯根膜細胞の単離培養に成功し、その特徴

について解析を行ってきた。中でも間葉系幹細胞誘導因子 Stromal cell-derived factor-1α

(SDF-1)は、歯根膜修復において重要な因子でありヒト Down 症（乳歯・永久歯）由来歯根膜細

胞では、健常者と比較して SDF-1 の発現が有意に低下している可能性を確認した。 

Down 症は、染色体異常の中でも頻度の高い疾患であり合併症として、心室中隔欠損、白血病な

どの血液疾患がある。また歯の先天欠如や解剖学的形態、乳歯から永久歯への交換期遅延な

ど、様々な歯科的特徴を認める。中でも進行性の歯周炎は Down 症患者の歯牙が早期に損失して

しまう最大の要因ともなっており、専門家による歯周治療、プラークコントロールを行っても

病状の進行を止めることが困難である。さらにサイトカインやケモカイン異常、好中球遊走異

常や酸化ストレスと抗酸化物質のアンバランスなど、免疫応答やストレス応答にも特異性が認

められるとの報告もあり、環境因子や微生物因子以外の生体因子においても原因があると考え

られる。さらに、Down 症の原因遺伝子である 21番染色体トリソミーは、同染色体上にある

DSCR-1 の活性を亢進させ、カルシニューリンシグナル経路を阻害することで様々な器官への影

響を認める。これは腫瘍による血管新生においても同様であり、結果として Down 症は、固形癌

による死亡リスクが一般集団のわずか 10%である(Nature. 2009, 459:1126-1130.)。筆者は

DSCR-1 の活性による血管新生の抑制は歯周疾患の治癒をも困難にしていると考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究は自己治癒能力を高めることによる歯周組織再生医療技術を確立することを目的とし

て、重篤な歯周疾患を特徴とする Down 症と健常者歯根膜細胞を継続的に実験試料として使用す

るために、human telomerase reverse transcriptase および Simian Virus 40 large T 

antigen の遺伝子導入、single cell cloning を行う。健常者と Down 症患者のヒト歯根膜細胞

を対比することにより分化能差やストレス応答差から血管新生に関与するタンパク質の発現制

御機構、SDF-１発現調節機構についてのリクルートメントを解明する。 

 

３．研究の方法 

ヒト永久歯歯根膜由来細胞の分離培養  

本学歯科病院において、歯科治療を目的として抜去された健常者・上顎第一小臼歯、上顎第三

大臼歯から歯根膜組織を無菌的に分離培養し、永久歯歯根膜由来細胞（pPDL）を獲得した。 

ヒト Down 症候群永久歯歯根膜由来細胞の分離培養 

本学歯科病院において、歯科治療を目的として抜去された Down 症候群患者・上顎第一小臼歯か

ら歯根膜組織を無菌的に分離培養し Down 症永久歯歯根膜由来細胞を獲得した。 

 

SDF-1 発現解析 

SDF-1 mRNA 発現誘導を調べる目的で、 fibroblast growth factor-2(FGF-2)10ng/ml の濃度で  

24 時間、48 時間投与後、Trisol(Invitrogen)を使用して total RNA を抽出した。その後タカラ

の SYBR Green I 検出による 2ステップ Real-time RT-PCR によって SDF-1 mRNA の発現を検討

した。各遺伝子のプライマーは Perfect Real Time サポートシステムより調製したものを使用

した(Table.1)。 

 



DNA マイクロアレイ比較解析 

永久歯歯根膜由来細胞と Down 症永久歯歯根膜由来細胞を confluent の状態で、 

Trisol(Invitrogen) を使用して total RNA を抽出し、Clariom Array(アフィメトリクス)によ

る cDNA マイクロアレイ解析を行った。 

hTERT, SV40 トランスフェクション 

永久歯歯根膜由来細胞と Down 症永久歯歯根膜由来細胞に Simian virus 40 Large T (SV40) お

よび human telomerase reverse transcriptase (hTERT) の発現ベクターを導入後,G418 選択

培地にて培養、single cell cloning を行った。  

RT-PCR 解析 

pPDL、STPDL、STPDLDS それぞれを confluent の状態で、Trisol(Invitrogen)を使用して total 

RNA を抽出した。 その後、PrimeScriptTMRT-PCR Kit(タカラバイオ)を用いて逆転写反応を行い

cDNA の RT-PCR 解析を行った(two-step 法)。    各遺伝子のプライマーは(Table.2)を用いた。   

 

Gene name   Primer Oligonucleotide sequence (5’-3’)   

SDF-1         F 5’-GAGCCAACGTCAAGCATCTCAA-3’/  

R 5’-TTAGCTTCGGGTCAATGCACAC-3’ 

                            Table.1 

 

                            Table.2 

４．研究成果 

健常者永久歯歯根膜細胞（pPDL）および Down 症候群永久歯歯根膜歯細胞を無菌的に分離培養し

た。それぞれに Simian virus 40 Large T (SV40) および human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT) の発現ベクターを導入後,G418 選択培地にて培養, single cell 

cloning し, 株化永久歯歯根膜由来細胞(STPDL)と株化 Down 症永久歯歯根膜由来細胞(STPDLDS)

を獲得した. 

獲得した細胞の免疫染色を行い、STPDL と STPDLDS は共に SV40 positive 

hTERT 発現の上昇を確認した。また、population doubling level も 80 を超えて確認した。 

pPDL、STPDL、STPDLDS それぞれの RT-PCR 解析の結果、RUNX2、Osterix、ALP、OPN、OCN、

Periostin、ECFR、ColmⅫ、α-SMA、の発現を認めた(Fig.1)。SDF-1 発現解析の結果、FGF-2 を

投与後、永久歯歯根膜細胞において 24,48 時間後には有意に SDF-1αの発現が抑制された。ま



た、Down 症歯根膜細胞では FGF-2 の影響を認めなかった(Fig.2)。 

pPDL と Down 症候群永久歯歯根膜歯細胞のマイクロアレイ比較解析より、Down 症候群永久歯歯

根膜歯細胞において RCAN1 の発現の上昇を確認した(Fig.3)。 

                                                                 

 

 

 

 

   

                                                       

 

 

  

                                Fig.1 

                                     Fig.2 

 

                                    Fig.3 

                                  

POSTN periostin, osteoblast specific factor 7773.738 223078.9

RCAN1 regulator of calcineurin 1 1602.233 12879.44

ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta 123727.5 395754.9

OCLN occludin 73.16888 148.0896

OPN3 opsin 3 149.4059 69.98627

TGIF2 TGFB-induced factor homeobox 2 108.8629 46.1914

BMP2K BMP2 inducible kinase 7560.2 2439.46

OGN osteoglycin 350.7849 31.19149

TNFRSF11B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b 46706.89 1789.152

永久歯歯根膜細胞

永久歯歯根膜細胞 with FGF-2

Down症歯根膜細胞 with FGF-2

Down症歯根膜細胞
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