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研究成果の概要（和文）：歯根膜細胞は，結合組織付着によるメカニカルな防御機能に加えて，多分化能を有す
る幹細胞としての機能を有することから，歯根膜細胞の欠損部位への遊走は歯周組織の恒常性維持や再生に重要
な役割を果たす。本研究で，Integrin α3は歯根膜細胞の遊走を抑制し，integrin α5は遊走を促進することが
明らかになった。とりわけ，integrin α3阻害剤が歯根膜細胞の遊走促進に有効であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Periodontal ligament cells (PDLCs) are multipotent cells that can 
differentiate into osteogenic cells. It is necessary to induce migration of PDLCs for regeneration 
and homeostasis of periodontal tissue. Cell migration is regulated by local microenvironment, 
defined by coordination between soluble factors and extracellular matrix (ECM). Integrin-mediated 
cell adhesion to ECM provides essential signals for cell migration. To determine adhesion molecules 
responsible for migration of PDLCs, we examined expression profiles of integrin and ECM, and the 
integrin isoform-specific regulation of migration of PDLCs. The array analysis indicated that mRNA 
of integrin α2, α3, α4, and α5 were increased in migrating PDLCs. Anti-integrin α3 antibody and
 blocking peptides significantly increased migration of PDLCs, conversely anti-integrin α5 antibody
 decreased. Therefore, specific inhibition of integrin α3 may be useful to induce migration of 
PDLCs during regeneration of periodontal tissue.

研究分野：歯周病学，歯周治療系歯学，歯周再生医学
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１．研究開始当初の背景 

歯根膜は，結合組織付着によるメカニカル
な防御機能に加えて，多分化能を有する幹細
胞の供給源としての機能を有することから，
歯周組織の恒常性維持や再生に重要な役割
を果たす。これらの機能を発揮する起点とな
るのが歯根面への歯根膜細胞の遊走と接着
であるが，その制御メカニズムは複雑で未だ
不明な点が多く，関与するシグナル分子の発
現動態の解明が必要である。 

細胞と細胞周囲の微小環境との相互作用
は細胞遊走・接着の制御に重要であり，種々
の細胞外基質（extracellular matrix：ECM）
とインテグリンとの接着が細胞遊走の誘導
に関与すると考えられる。近年，細胞種特異
的なインテグリン発現の制御は，様々な疾病
治療のための標的分子として注目されてい
る。すなわち，インテグリンサブユニットの
選択的制御によって，歯根膜細胞の遊走を促
進し得るという着想に至った。 

 
２．研究の目的 

歯根膜細胞の遊走を制御する細胞接着分
子を解明し，それらの発現制御によって歯根
膜細胞の遊走を促進することを目的に，歯根
膜細胞が遊走時に発現する ECM とインテグ
リンサブユニットのプロファイルを調べ，さ
らにインテグリン発現の選択的制御が遊走
能に与える影響を検討した。 
 
３．研究の方法 

(1)ヒト抜去歯から分離した歯根膜細胞（岡
山大学研究倫理審査委員会：承認番号
2070）とヒト歯肉由来細胞（Ca9-22 細胞）
を，血清濃度 0.1 %の培地で 24 時間培養
後に mitomycin C によって細胞増殖を阻
害し，種々の細胞遊走因子で刺激した。 

(2)細胞遊走刺激因子として， transforming 
growth factor-β1 （ TGF-β1 ）， fibroblast 
growth factor-2 （ FGF-2 ）， stromal 
cell-derived factor-1 （ SDF-1 ）， bone 
morphogenetic protein-2（BMP-2）およ
び platelet-derived growth factor-BB
（PDGF-BB）を用いた。 

(3)歯根膜線維芽細胞を各種刺激因子で刺激
し，38 時間後に MTS 法を用いて細胞活性
を測定した。 

(4) 歯根膜線維芽細胞を各 well の中央にシ
リコーン樹脂製のストッパーがセットさ
れた 96-well マルチプレートに，上記に従
って培養後，ストッパーを除去して各種
遊走刺激因子で刺激した。刺激 38 時間後
に全細胞をカルセインによって染色し，
遊走細胞面積を Image J software を用いて
定量解析した。 

(5)遊走開始 8 時間後に歯根膜細胞が発現す
る細胞接着因子と ECM の遺伝子プロフ

ァイル（84 因子）を PCR アレイ（Qiagen: 
Human Extracellular Matrix and 
Adhesion Molecules PCR Array）を用い
て網羅的に解析した。無刺激群と比較し
て 2 倍以上の発現変化を示すインテグリ
ンサブユニットと，それらのリガンド
ECM については，リアルタイム RT-PCR
法にて追試し，共焦点レーザー走査顕微
鏡を用いた免疫染色法によって蛋白発現
を調べた。 

(6)上記で同定した integrin α3 と α5 の中和抗
体と integrin α3 の阻害ペプチド（Wei et al, 
Mol Biol Cell, 2001）の刺激による細胞遊走
の変化を調べた。 

 
４．研究成果 

(1)細胞遊走に効果的な遊走刺激因子 

MTS アッセイにおいて細胞障害性を示さ
なかった TGF-β1（10 ng/mL），BMP-2（100 
ng/mL），PDGF-BB（10 ng/mL），FGF-2（10 
ng/mL），および SDF-1（100 ng/mL）を用い
て刺激を行い，細胞遊走面積を比較したとこ
ろ，PDGF-BB 刺激群において 2.5 倍細胞遊走
面積が増加した。従って以降の実験では
PDGF-BB（10 ng/mL）を陽性対照として用い
た。 

(2)細胞遊走時に発現する細胞接着因子と
ECM の遺伝子発現 

Integrin α2，α3，α4，α5 の遺伝子発現量
は，無刺激群と比較して約 2 倍増加した。一
方，これらのリガンド ECM である collagen 
type I α1，fibronectin 1，および vitronectin の
遺伝子発現量は変化しなかった。 



(3) 細胞遊走時の integrin α3とα5の細胞内局
在の変化 

ゴルジ体が核の前方に移動した遊走細胞
は，その移動方向に細胞が扇型に変形した。
Integrin α3 の蛋白発現は遊走する歯根膜細胞
の細胞質端で，integrin α5 はその内方で発現
した（A）。一方，integrin α3 のリガンドであ
る vitronectin は細胞質周囲で，integrin α5 の
リガンドである fibronectin は遊走細胞周囲で
発現した（B）。 

(4)integrin α3 と α5 の阻害が細胞遊走に及ぼ
す影響 

PDGF-BB 刺激下で integrin α5 中和抗体を
用いて integrin α5 を阻害すると歯根膜細胞の
遊走面積は減少した。 

一方，integrin α3 と細胞膜上で結合してい
るウロキナーゼ受容体（uPAR）にウロキナー
ゼ（uPA）の結合を阻害する integrin 阻害ペプ
チド（α325）とスクランブルペプチド（Sc 
α325），そして integrin α3 中和抗体（Ab-ITG 

α3）を用いて integrin α3 を阻害すると，
PDGF-BB 刺激を行わずとも，PDGF-BB と同
等に細胞遊走面積が増加した。また，integrin 
α3 の阻害は Ca9-22 細胞の遊走に影響しなか
った。 

歯根膜細胞の遊走時に発現する integrin α3
と integrin α5 は異なる細胞局在を示し，細胞
遊走へ相反する影響を及ぼした。すなわち，
歯根膜細胞の遊走は，integrin α5 と fibronectin
との結合によって促進され，integrin α3 と
vitronectin の接着によって抑制された。さら
に，integrin α3 阻害による細胞接着の抑制効
果が，細胞遊走の促進に繋がったと考えられ
る。 

integrin α3 と細胞膜上で結合している
uPAR に uPA が結合することを阻害するペプ
チドである α325 は，間接的に integrin α3 の働
きを阻害するものであることから，integrin α3
が細胞遊走に抑制的に働くメカニズムには
uPA と vitronectin が関与している可能性が示
唆された。すなわち，α325 によって結合阻害
された uPA が，間接的に integrin α5 の活性化
を増強することによって，細胞遊走を促進し
たと考えられる。 

さらに，integrin α3 阻害剤は，歯肉上皮細
胞に影響を与えずに，歯根膜細胞の遊走を促
進することから，歯周組織の再生において重
要となる上皮細胞の深部増殖を抑制し，結合
組織性付着を獲得するために有効である可
能性が示された。 

歯周病という疾病の特性を鑑みると，保険
適応が可能である高い安全性・特異性と高い
コストパフォーマンスを備え持つペプチド
を応用した創薬（ペプチド療法）が望ましい
と考えられる。細胞機能を制御する機能性ペ
プチドを持いて，インテグリン－ECM 結合に



加えて，成長因子の分布や活性を調節するこ
とによって，歯周組織の恒常性と再生に有効
な微小環境を確立することは，将来の歯周治
療の新たな戦略になり得ると考える。 
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