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研究成果の概要（和文）：歯周組織再生の中心となる歯周組織幹細胞に対して、歯周組織の創傷治
癒や再生に関わるサイトカイン群を作用させた際に繰り広げられる細胞内シグナルのクロストークにつ
いて検討した。 小分子化合物である TGF-βI 型受容体阻害剤処理を用いた実験システムにより、
TGF-βは成熟した硬組織形成細胞からの基質産生のみならず、BMP2 刺激により誘導される歯根膜細
胞の硬組織形成細胞へのコミットメントを制御していることを見出した。 DNA マイクロアレイによる全遺
伝子網羅解析により、E3 ユビキチンリガーゼである Smurf1 と Ski,Smad7 が歯根膜細胞の硬組織形成
細胞への分化にとり重要であることを明らかにした。  
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the cross talk mechanism of 
intracellular signaling induced by multiple growth factors in periodontal stem cells. We 
found TGF-β was crucial for commitment to pre-osteoblast lineage from periodontal 
ligament cells and ECM production in the presence of BMP2. DNA chip analysis revealed 
the Smurfs, Ski and Smad7, ubiquitin-proteasome system related genes, as the key 
determinants for cytodifferentiation to the calcified nodule forming cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 次世代の再生医療を支える方向性の一つ
として、シグナル分子の臨床応用が考えられ
る。米国においては[PDGF＋β-Tricalcium 
phosphate(β-TCP)] と [BMP-2+collagen 
sponge]が各々、歯周組織、歯槽骨再生用の
device として市場に現れている。国内にあっ
ては、申請者の所属するグループを中心に塩
基性線維芽細胞増殖因子（FGF2）の歯周組

織再生誘導能について検討が積み重ねられ
ており、臨床治験の結果から、ヒトへの有効
性が示唆されている。 

これらの試みは全て、単独のリコンビナン
トサイトカインを再生医療に応用しようと
するものである。しかしながら in vivo の生
体応答を考えたときこのような単一のサイ
トカイン活性化機構が作用することは極め
てまれであり、通常は種々のサイトカインが
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時空的に制御された状態で作用し、それらサ
イトカインの協調作用により in vivo で 大
の効果をあげているものと考えられる。その
ため、現在の「サイトカイン療法」のさらに
次世代を担う、“超”サイトカイン療法を開
発するためには歯周組織幹細胞内における
サイトカイン刺激のクロストーク機構の分
子基盤を解明することが必要である。 
 歯周組織の再生過においては、FGF family
に加えて、 歯周組織の初期発生、恒常性の
維持、組織修復の過程において重要な
TGF-βsuper family 蛋白（ TGF-β、BMPs、
アクチビン）や Wnt, PDGF, VEGF などの
様々な生理活性を有したサイトカイン刺激
やストレス刺激が相互に作用する。 

そこで、対象となる幹細胞個体へ単一のサ
イトカイン刺激によるシングルヒット（刺
激）ではなく多数のサイトカインによるマル
チヒット（刺激）を次々と並列的に伝達する
のみならず、それらのシグナル伝達系が細胞
内で横断的にクロストークをさせることが
できれば、各々のサイトカインシグナルを効
率よく増幅できるものと考えられる。そうす
ることにより、FGF2 を基軸とした歯周組織
再生過程で機能するサイトカインを 小限
必要な生理的濃度で配合しカクテルとする
だけで 大限の組織再生の誘導を有するサ
イトカインカクテル療法を、  ‘Super 
Cytokine Cocktail Therapy(SCCT)’を樹立
できるものと思われる。 
 
２．研究の目的 
 歯周組織再生部位においていかなる細胞
内分子機構により未分化間葉系幹細胞にお
ける増殖から分化へとスイッチの切り替え
がおこるのか、また、同じ組織に作用する
様々なサイトカイン刺激が、いかなる機構に
より欠損部位の組織修復を制御する基質産
生や細胞遊走を惹起するシグナル系へと統
合されていくのか未だ不明である。組織再生
の中心となる歯周組織幹細胞に対して、歯周
組織の創傷治癒や再生に関わるサイトカイ
ンを作用させた際に繰り広げられる細胞内
シグナルのクロストーク機構を蛋白質の量や
質の修飾機構に基づいて分子レベルで明らか
にする。本研究は、‘Super Cytokine Cocktail 
Therapy(SCCT)’の樹立にむけての、分子基
盤情報を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 マウス歯根膜細胞(MPDL22)およびヒト歯根
膜細胞(HPDL)の in vitro 細胞培養系を樹立、
実験に供した。FGF2 を基軸として、歯周
組織の恒常性の維持に必要であり初期発生
時や、創傷治癒時に発現しているサイトカ
インである、TGF-β, BMP2,Wnt3a,IGF, 
VEGF を濃度、添加時期を変え添加し、細
胞増殖能、分化能、特に硬組織形性能につ
いて蛋白レベル、遺伝子レベルで解析を行
った。その際に、TGF-βの阻害剤である小
分子化学物 SB43152 を培養系に添加し用
いることにより内在性刺激の遮断状態を構
築し解析を行った。 
４．研究成果 
(1) 歯根膜細胞の石灰化物形成および骨芽

細胞分化遺伝子の発現に及ぼす TGF-βの影響 
SB431542 存在・非存在下において歯周組

織に発現している代表的なサイトカインで
ある BMP-2、FGF-2、TGF-β、PDGF-BB を
石灰化誘導培地へ添加し、MPDL22 の長期培
養を行い、形成された石灰化物の量をアリザ
リン染色にて定量し、比較検討した。 

 

 

 

10% FBS、5 mM β-グリセロリン酸および 50 
μg/ml アスコルビン酸を含有する石灰化誘導
培地で、 12 日間培養することにより
MPDL22 の石灰化物の形成を認めた。
BMP-2 添加により石灰化物の形成は増強、
FGF-2 および TGF-βの添加により石灰化物
の形成は抑制され、PDGF-BB 添加群では同
形成は変化を認めなかった。BMP-2 刺激に
対する TGF-βの相互作用を検討したところ、
BMP-2 添加に誘導される石灰化物形成は
TGF-β添加により抑制され、SB431542 添加
により著しく増強された。興味深いことに
SB431542単独添加による内在性TGF-βシグ
ナルの遮断のみでは石灰化物形成の変化を
認めなかった。TGF-β I 型受容体阻害剤処理
による BMP-2 誘導性の石灰化物形成の分子
機構を明らかにするため、長期培養系におけ
る骨芽細胞分化遺伝子について経時的な発
現のモニタリングを行った。その結果、硬組
織形成細胞の代表的なマーカーである Alp、
Runx2 および osterix の発現は BMP-2 の添
加により day3 をピークとして発現が誘導さ
れるが、SB431542 処理により発現の有意な
増強を認めた。発現の増強は培養後期である
day12 よりも培養前期である day6 において
顕著であった。 

 

(2) TGF-βにて誘導される細胞内シグナルの
ネガティブフィードバックに関わる遺伝子
の発現変化 
抑制性 Smad である Smad6/7 もしくは E3
ユビキチンリガーゼである Smurf1/2 は、
TGF-βならびに BMP-2 刺激により誘導され、
受容体およびSmadに対して抑制的に作用す
ることで、BMP シグナル経路の負の制御因
子となる。そこで MPDL22 の石灰化誘導時
における Smad6/7、Smurf1/2 の mRNA 発
現量を real-time PCR 法にて検討を行った。
石灰化の後期における Smad6 および
Smurf2 の発現は SB431542 処理による変化
を認めなかったが、Smad7 および Smurf1



 

 

の発現は同処理により低下が認められたこ
とより TGF-β I 型受容体阻害剤処理による
BMP-2 誘導性の石灰化物形成増強の分子機
構の一つとして、石灰化後期におけるネガテ
ィブフィードバック因子の発現抑制が関与
していることが示唆された。これは TGF-β
が歯根膜細胞の石灰化過程において Smad7
および Smurf1 の発現を介して、BMP-2 シグ
ナルを制御している可能性を示唆するもの
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) TGF-βによる時期特異的な歯根膜細胞の
石灰化制御機構 
間葉系細胞は、その細胞系譜や分化の程度

の違いにより異なる性質を有していること
から、TGF-βが時期特異的な作用を歯根膜細
胞の石灰化に対して有しているとの仮説を
立てた。in vitro の培養系においては、歯根
膜細胞は前駆骨芽様細胞、骨芽様細胞の順に
段階的に成熟骨芽細胞様細胞へと分化する
と考えられる。前期のみ、後期のみ、全培養
期間にSB431542を添加しその影響を検討し
た結果、前期に阻害剤処理を行った群 d、e
が全培養期間に阻害剤を添加した c と比較し
てより効果的に石灰化物形成を増強した。後
期に阻害剤処理を行った群 f、g は c と比較し
て石灰化物形成が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MPDL22の in vitro培養系において阻害剤
は石灰化前期に強く影響を示したことより、
TGF-βは石灰化初期において BMP-2 の作用
に拮抗的に作用し、後期においては石灰化の
成熟誘導にとって重要である可能性が示唆
された。 
(4) TGF-β I 型受容体阻害剤が歯根膜細胞の
コラーゲン蓄積に及ぼす影響 

歯根膜細胞の石灰化においては I 型コラー
ゲンをはじめとする ECM 蛋白の産生ならび
に Ca や PO4の沈着が起こる。TGF-βはコラ

ーゲン産生を強力に誘導するサイトカイン
であることから、SB431542 を石灰化誘導培
地中に添加し、コラーゲン蓄積に与える影響
を van Gieson 染色にて検討した。その結果、
阻害剤処理によりコラーゲン蓄積の抑制が
見られたことより、石灰化の前期に阻害剤処
理を行うことで BMP-2 に誘導される石灰化
物形成は増強する一方、後期の阻害剤処理に
おいては石灰化を増強せず抑制したと考え
られる。以上より、TGF-βは歯根膜細胞の
BMP-2 に誘導される石灰化過程において、
その初期には抑制的に作用するが、石灰化の
成熟過程にとっては必要であることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) TGF-β I 型受容体阻害剤がヒト歯根膜細
胞の石灰化物形成に及ぼす影響 

TGF-β I 型受容体阻害剤処理が BMP-2 誘
導性のヒト歯根膜細胞による石灰化物形成
に及ぼす影響について検討した。実験には 3
種類の異なる初代培養ヒト歯根膜細胞株を
用いた。いずれの細胞株も 24～30 日間にわ
たる長期培養を行うことで、石灰化物の形成
を認め、BMP-2 の添加により石灰化物形成
の増強が認められ、MPDL22 と同様に
SB431542 処理による BMP-2 誘導性の石灰
化物形成の増強が認められた（図 11）。これ
らより、内在性の TGF-βシグナルが BMP-2
誘導性の石灰化物形成を抑制する機構が齧
歯類の歯根膜細胞のみならず、ヒト歯根膜細
胞においても機能していることが確認され
た。すなわちヒト歯根膜細胞においても
TGF-β I 型受容体阻害剤による石灰化の制御
が可能であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)異なる TGF-β I 型受容体阻害剤が歯根膜
細胞の石灰化物形成に及ぼす影響 
ここまでの実験で用いたTGF-β I型受容体



 

 

阻害剤 SB431542 は Smad2/3 の活性化を誘
導する ALK-4､5､7 キナーゼ活性を特異的に
抑制する。これ以外にも、現在様々な TGF-β 
I 型受容体阻害剤が見出されており、
LY364947 と Inhibitor II は共に TGF-β I 型
受容体である ALK-5 の阻害剤として機能す
るが、その化学構造は異なる TGF-β I 型受容
体阻害剤である。そこで LY364947 と
Inhibitor II の影響を SB431542 と同様に検
討したところ、共に MPDL22 において
TGF-βにて誘導される Smad3 のリン酸化を
抑制し、BMP-2 に誘導される石灰化物形成
を４倍以上に増強した。 
前期、後期、培養期間中全体と時期を変え

てこれらの阻害剤を添加し、その影響をアリ
ザリン染色を用いて検討した結果、前期に阻
害剤処理を行った群 d、e が効果的に石灰化
物形成を増強する一方、後期に阻害剤処理を
行った群 f、g では石灰化物形成の増強はみら
れなかった。 
このことから ALK-5 により伝達される細

胞内の TGF-βシグナルが BMP-2 に誘導され
る石灰化物形成を抑制していることが強く
示唆された。すなわち、SB431542 処理によ
る BMP-2 誘導性の石灰化物形成の増強が歯
根膜細胞自身の産生する TGF-βの作用阻害
によるものであることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) 石灰化初期の MPDL22 における遺伝子
発現プロファイル 

MPDL22 の石灰化過程の初期における遺
伝子発現プロファイルを詳細に検討するた
め、DNA マイクロアレイによる網羅的解析
を行った。石灰化初期の培養 day3、day4 に

おける遺伝子発現について、BMP-2 単独添
加群と BMP-2 に加え阻害剤を添加した群の
間で比較を行うことで阻害剤処理によって
誘導される遺伝子の発現パターンを抽出し
た。阻害剤に関しては SB431542 と Inhibitor 
II の 2 種類を用いた。マイクロアレイに供す
るサンプルの抽出に当たっては、石灰化誘導
培養時における Runx2 の発現を経時的にモ
ニタリングし、Runx2 発現強度比（BMP-2 vs 
阻害剤+BMP-2）が BMP-2 単独添加群に比
べ BMP-2 に加え阻害剤を添加した群で差異
が大きくなる培養 day3、day4 のサンプルを
試料として DNA マイクロアレイ解析を行っ
た。day3、day4 双方で発現上昇した遺伝子
622 個と、双方で発現低下した遺伝子 217 個
に着目し、検討を行った。IPA ソフトウェア
を用いた機能分類の結果、発現上昇した遺伝
子群においては Tissue Development を始め
とする組織レベルの分化に関与する遺伝子
群が多く認められ、発現低下した遺伝子群に
おいては Cellular Growth and Proliferation
を始めとする細胞の増殖に関与する遺伝子
群に多く認められた。発現上昇群には Wnt
や Vegf、Igf、Fgf といった硬組織形成に関わ
る増殖因子に加え、Id4 を始めとした転写因
子が含まれ、発現低下群には PAI-1 や
AdamtsといったTGF-βにより誘導される標
的遺伝子群に加え、BMP corepressor である
Evi2a や Skil が含まれていた。 
次にreal-time PCR法を用いて、遺伝子発現

量を検討したところ、発現上昇群においては、
TGF-βシグナルやBMPシグナルを調節する
ことで骨代謝を制御するFgf23、Cited2、Dlx4
が阻害剤処理により発現上昇することが確認
された。また発現低下群においてはSkilおよ
びEvi2aが阻害剤処理により発現低下するこ
とが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、TGF-β I 型受容体阻害剤を
時期特異的に添加すること、ならびにサイト
カインとSB431542といった小分子化合物と
の併用療法により、歯周組織の治癒期間の短
縮促進や、より成熟した再生組織の獲得が期
待できることが強く示唆された。 
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