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研究成果の概要（和文）：ヒト歯根膜細胞に伸展力を負荷したところ発現量の増加した 216

個の遺伝子のうち、Wnt を歯周靭帯の再生を促進する因子として検出した。歯根膜細胞に

おいて Wnt5a 刺激により分化関連遺伝子発現が上昇し、運動能が促進した。また、

Far-western 法および質量分析法を用いて、Wnt と結合する細胞外基質蛋白質 Nidogen-1

を同定した。二相分離法の結果、Nidogen-1 と結合した Wnt は親水相に分画された。

Nidogen-1 と Wnt3a を混和後、細胞に刺激したところ、Wnt3a 刺激依存性のシグナル伝

達が促進した。 

 
研究成果の概要（英文）：We identified Wnt among 216 genes which were up-regulated in 

stretch loaded human periodontal ligament (PDL) cells, and we hypothesized that Wnt 

could regenerate PDL. Exogenous Wnt5a induced PDL differentiation related genes 

expression and stimulated migration of PDL cells. Furthermore, we clarified that Wnts 

bind to Nidogen-1, which is an extracellular matrix protein, using Far-western analysis 

and Mass analysis. Phase separation assay showed that Wnts binding Nidogen-1 were 

separated into hydorophilic phase. In addition, Nidogen-1 induced Wnt3a dependent 

intracellular signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)歯根膜組織と進展力について 

①歯根膜組織には、咬合に伴う機械的 

刺激(圧迫力および伸展力)が作用しており、
適切な咬合力は歯根膜組織を含む歯周組織

の恒常性の維持に重要である。歯根膜組織は
線維成分等の細胞外基質に富んだ結合組織
性の靭帯であり、歯牙を歯槽骨に結びつける
アンカーとしての働き、咬合力の緩衝能、細
菌感染からのバリアーとしての役割を果た
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している。そのため歯周病などによって失わ
れた歯周靭帯を再生させることによって歯
周組織の機能を回復することが可能となる。 

 ②伸展力が負荷された歯根膜細胞におい
て、歯周靭帯の構成要素である弾性線維の肥
厚を認めることが報告された(Tsuruga E ら
他 4 名. J Periodont Res 44 巻 2 号 2009)。
このことから、伸展力が歯周靭帯の線維成分
の合成に重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。 

(2)細胞外基質によるシグナル伝達の制御 

細胞外基質は、多細胞生物を構成するそれぞ
れの細胞を取り巻く環境因子であり、細胞の 

増殖や分化、接着、形態形成に必須である。 

歯根膜組織は細胞外基質に富んでいるが、そ
の重要性について不明である。増殖分化因子
は細胞外基質と結合し、その活性が制御され
ると考えられている。しかし、その知見は一
部の増殖分化因子(FGF や HGF、TGF-β)

とヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPG)と
の関連にとどまっており、増殖分化因子と細
胞外基質との相互作用についてはほとんど
明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、歯周靭帯の再生を促進する因子
を同定し、その因子と細胞外基質の相互作用
に注目し、歯周靭帯の早期再生を可能にする
新規の歯周組織再生療法を開発することを
目的とした。 

(1)歯周靭帯の再生を促進する遺伝子の同定 

機械的刺激として伸展力に着目し、この伸展
力が負荷されたヒトプライマリー歯根膜細
胞において発現が上昇する因子を検出した。 

(2)検出因子が歯根膜細胞に与える影響につ
いて 

 ①検出因子が歯根膜細胞の分化に与える
影響について検討した。 

 ②検出因子が歯根膜細胞の運動能に与え
る影響について検討した。 

(3)検出因子と細胞外基質との相互作用につ
いて 

 ①検出因子と相互作用する細胞外基質を
同定した。 

 ②同定した細胞外基質との相互作用が検
出因子にの機能に与える影響について明ら
かにした。 

 

３．研究の方法 

(1)歯周靭帯の再生を促進する遺伝子の同定 
ヒトプライマリー歯根膜細胞に線維芽細胞
伸展装置システム(STREX社)を用いて進展力
を負荷した群と負荷を加えていない群の歯
根膜細胞から抽出し、精製した mRNAを用い
てマイクロアレイ法をおこない、伸展力の負
荷により発現量の増加した遺伝子を検出し
た。 

(2)検出因子が歯根膜細胞に与える影響につ
いて 
 ①検出因子の精製蛋白質刺激後の歯根膜細
胞の遺伝子発現について検討した。 
 ②Boydenチャンバー法および創傷治癒アッ
セイを用いて検出因子が歯根膜細胞の運動
能に与える影響について検討した。 
(3)検出因子と細胞外基質との相互作用につ
いて 
 ①腫瘍細胞から調整した細胞外基質蛋白質
の中で検出因子と結合する蛋白質について
Far-western法を用いて検出し、その蛋白質
を質量分析法にて同定した。プルダウンアッ
セイにより結合の有無について検討した。 
 ②同定した細胞外基質と検出因子を混和し、
二相分離法を用いて生化学的特徴について
検討した。また、それらを混和後に細胞に刺
激し、検出因子の細胞に与える影響について
生化学的および遺伝子発現について検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)歯周靭帯の再生を促進する遺伝子の同定 
4種のヒトプライマリー歯根膜細胞に 108%の
伸展力を１時間負荷した。負荷した群と負荷
を加えていない群の歯根膜細胞から抽出し、
精製した mRNAを用い
てマイクロアレイ法
をおこない、伸展力
の負荷により発現量
の増加した遺伝子を
216個検出した。その
中で Wnt3 の発現が
2.96 倍に上昇してい
たことから(図１参照)、伸展力の負荷により
Wnt シグナル伝達が活性化されていることが
示唆された。 
(2)Wnt5a が歯根膜細胞に与える影響につい
て 
 ①精製 Wnt5a刺激すると歯根膜細胞におい 
て分化関連遺伝子である α-SMA および
periostinの遺伝子発現が上昇した。 
 ②Boyden チャンバー法および創傷治癒ア
ッセイを用いて、精製 Wnt5aが歯根膜細胞の
運動能を促進することが明らかとなった。 
(3)検出因子と細胞外基質との相互作用につ
いて 
 ①腫瘍細胞から調整した細胞外基質蛋白 
質の中で検出因子と結
合 す る 蛋 白 質 を
Far-western 法を用い
て検出し、その蛋白質を
質 量 分 析 法 に て
Nidogen-1 を同定した。
プルダウンアッセイに
より Wnt3aおよび Wnt5aが Nidogen-1と直接
結合することが明らかとなった(図２参照)。 



 ②Wnt は脂質
修飾および糖鎖
修飾をうけてお
り、疎水性の特
徴を有している。
二相分離法の結
果 、 Nidogen-1
は親水相に分画
され、Nidogen-1 と結合した Wnt3a は親水相
に分画された(図 3 参照)。また、Nidogen-1
と Wnt3a を混和後、細胞に刺激したところ、
Wnt3a刺激依存性の受容体LRP6のリン酸化レ
ベル(図4-a参照)および標的遺伝子Axin2(図
4-b 参照)の遺伝
子発現が上昇し
た。 
以上の結果より、
歯周靭帯の再生
を促進する因子
として検出した
Wnt が歯根膜細
胞の分化・運動能を促進すること、細胞外基
質が Wntの生化学的特徴や作用を制御するこ
とが明らかとなった。 
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