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研究成果の概要：セメント芽細胞は PGE2 によって石灰化の抑制が認められたのに対し、

FK-506 および BMP-2 の添加により alkaline phosphatase 活性の上昇、転写因子 osterix の発

現亢進が認められ、NFAT の関与が示唆された。イヌの歯周組織欠損では、bFGF や PDGF に

よって良好な歯周組織再生が認められ、これらの因子に関連する転写因子に関して今後解析が

必要である。 
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１．研究開始当初の背景 

歯周組織の機能維持あるいは再生には、線維

性の付着、シャーピー線維の埋入したセメン

ト質の形成が不可欠であり、この役割を担う

主要な細胞がセメント芽細胞である。歯根膜

組織形成あるいは再生のメカニズムを分子

レベルで解明するには、セメント芽細胞を含

む歯根膜組織特異的細胞の機能を解析する

ことが重要である。しかし、細胞生物学的に

セメント芽細胞の増殖、分化、石灰化機構に

ついてまだ十分に明らかにされていない。セ

メント芽細胞は骨芽細胞と類似した性質を

有 す る と 考 え ら れ て い る が 、

cementum-derived protein 23(CP-23)が骨芽

細胞ではその発現が認められず、セメント芽

細胞や一部の歯根膜細胞に特異的に発現し

ていることが明らかにされた。歯根膜組織の

硬組織形成において alkaline phosphatase、
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bone sialoprotein および osteocalcin など

の分子の発現の制御に Runx2/Cbfa1、Osterix、

さらには Msx-2の転写因子の関与が示されて

いる。骨芽細胞では、Runx2 および Osterix

だけでなくcAMP-response element protein 2

として知られている ATF4 も特異的な遺伝子

発現誘導に不可欠な転写因子であることが

明らかにされている。しかしこれらの転写因

子のセメント芽細胞での役割は解明されて

い な い 。 ま た 骨 芽 細 胞 で は basic 

helix-loop-helix 転写因子である Twist が

Runx2 の転写活性を抑制していることが明ら

かにされている。また免疫抑制剤である

FK506 は骨芽細胞に作用し、転写因子である

Nuclear factor  of activated T cell 

(NFAT)c1, c2を介して骨形成に関与するのに

対し、セメント質形成においては、他種の免

疫抑制剤である cyclosporin A によりセメン

ト質形成亢進作用が報告され、骨芽細胞とセ

メント芽細胞では NFAT による制御が異なる

可能性が考えられる。このようなことから、

セメント芽細胞の機能解析において転写レ

ベルでの制御が極めて重要であることが考

えられる。本研究では、セメント芽細胞の機

能と転写因子の発現との関係を解析するこ

とによって、セメント芽細胞の硬組織形成機

構を解明し、歯周組織再生に応用することを

目的とした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、セメント芽細胞の機能と転写因

子の発現との関係を解析することによって、

セメント芽細胞の硬組織形成機構を解明し、

歯周組織再生に応用することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒトセメント芽細胞 HCEM、ヒト歯根膜

細胞、ヒト骨芽細胞、マウスセメント芽細胞

において、alkaline phosphatase, 

bone sialoprotein, osteocalcin の発現、石灰

化 誘 導 培 地 (dexamethasone, 

beta-glycerophosphate, ascorbic acid を含

有)による石灰化能を指標に細胞分化を解析

する。 

(2) 石灰化誘導培地による runx 2, osterix, 

AFT4, NFAT などの転写因子発現を調べる。 

(3) NFAT の役割を調べるために、FK506、

cyclosporin A の存在下で石灰化誘導培地添

加による石灰化の影響を検討する。 

(4) イヌに実験的 2 壁性骨欠損を作成し、成

長因子 emdogain gel、basic FGF, PDGF に

よる歯周組織再生と転写因子発現を解析す

る。 

 
４．研究成果 

(1) ヒト歯根膜細胞のVEGF産生へのPGＥ２ 

の影響 

ヒト歯根膜細胞およびマウスセメント芽細

胞を用いてその細胞の機能解析を中心に行っ

た。ヒト歯根膜細胞にPGE2を添加したところ

、有意な血管細胞増殖因子(VEGF)の産生が生

じた。その産生は濃度・時間依存性であり、

炎症性サイトカイン刺激によって産生される

レベルであった。PGE2によるVEGF産生のメカ

ニズムはEP2レセプターを介したものであっ

た。興味あることに、一般的にEP2レセプター

はcAMPが細胞内セカンドメッセンジャーであ

るが、cAMP刺激によってはVEGF産生が誘導さ

れなかった。EP2レセプターのシグナリングを

種々のキナーゼ阻害剤を用いて解析したとこ

ろ、PI-3キナーゼ阻害剤により有意に抑制さ

れ、EP2レセプターの新規のシグナリング経路

が存在する可能性が示唆された。またヒト歯



根膜細胞におけるエムドゲインゲルによる

VEGF産生への影響を調べたところ、エムドゲ

インゲル刺激によって有意なVEGF産生が認め

られた。現在そのメカニズムを解析中である

。 

(2) マウスセメント芽細胞の石灰化へのPGE2

の影響 

マウスセメント芽細胞の石灰化へのPGE2の影

響を検討したところ、PGE2によって石灰化が

抑制された。その抑制はEP4レセプターを介し

たものであり、alkaline phosphatase活性の

抑制、osteocalcin の発現抑制が生じた。そ

の抑制機構としてcAMP経路が考えられる。ま

た、matrix metalloproteinase-13の産生亢進

が認められ、PGE2は石灰化抑制に作用してい

ると考えられる。すでにEP1レセプターの活性

化が石灰化亢進を誘導するとの報告があった

が、確認されなかった。 

(2) ヒトセメント芽細胞における石灰

化関連分子と転写因子 

in vitro の研究では、ヒトセメント芽細胞

様細胞株(HCEM)を用いて、免疫抑制剤の一つ

である FK-506の骨関連遺伝子(Runx2/Cbfa-1, 

Osterix, ALP, BSP, ALP)および ALP 活性に

与える影響を検討した。まず、FK-506(1μ

g/ml)を添加、未添加の骨分化培地で 7 日間

培養し解析したところ、骨関連遺伝子、ALP

活性ともに両群間での差は認められなかっ

た。次に強力な骨分化因子である BMP-2 と

FK-506による共刺激で7日間培養したところ、

BMP-2 単独刺激と比較して共刺激群では、ALP

活性の有意な上昇が認められた（図１）。ま

たリアルタイム PCR法を用いて骨関連遺伝子

の発現量を解析したところ、刺激後 7日目に

おいて BMP-2単独群と比較して共刺激群では

Osterix の遺伝子発現の増加が認められた

（図２）。現在、石灰化への影響を検討中で

ある。 

図 1.ALP 活性  

図 2. Osterix の遺伝子発現 

 

(3) イヌ歯周組織欠損モデルにおける

歯周組織再生 

in vivo における歯周組織再生の研究

として、emdogain gel (以下 EMD)、bFGF、

GEM21S®（以下 PDGF /β-TCP）を用いイヌの 2

壁性骨欠損における歯周組織再生について

組織学的に検討を行った。2 壁性骨欠損にお

ける EMD 群、FGF 群、 PDGF/β-TCP 群で各々

良好な歯周組織再生が認められた。しかしな

がら EMDのみではスペースメインテナンスが

困難で、無細胞性セメント質の再生には有効

であるがは顕著な骨誘導能を有さない可能

性が示唆された。FGF 群は新生骨形成量が最

も多く骨誘導能が極めて高いことが示唆さ

れた。PDGF/β-TCP 群ではβ-TCP の骨伝導能



の発現、安定した歯周組織再生が認められた。

しかし FGF群と比較し骨形成量が少なかった

ことは 8週の観察期間では残留 TCP の骨置換

が完了しておらず、むしろ治癒スペースが阻

害されていた可能性が考えられた。このよう

に EMD、bFGF、PDGF によって歯周組織再生が

認められたので、各種転写因子の発現を免疫

組織学的に解析予定である。 
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