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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリア輸送因子であるmitochondrial Rho GTPase 1 (RhoT1)の歯
周組織の修復に対する機能的役割を解明することを目的とした。RhoT1は、歯根膜間葉系細胞(MSCs)に発現が見
られ、LPS刺激時や飢餓状態において、その発現が増加することが明らかにされた。また、LPS刺激などによりダ
メージを受けた歯根膜MSCsは、正常な歯根膜細胞からミトコンドリアを供給され、生存が維持された。これらの
所見より、RhoT1は、歯根膜MSCsにおいて細胞ダメージを回復させるために重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the functional role of mitochondrial Rho 
GTPase 1 (RhoT1), mitochondrial transporter factor, on the repair of periodontal tissue. RhoT1 
expressed on mesenchymal stromal cells (MSCs) in periodontal ligament (PDL) and the level of its 
expression increased with stimulation of LPS and starvation state. In addition, damaged PDL MSCs 
were rescued by a transport of mitochondria from intact PDL MSCs and then were survived. These 
finding indicated that RhoT1 is important for restoring the damage of periodontal ligament cells.

研究分野： 口腔解剖学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 機能的な歯を維持するために、いかにし
て歯を再生また歯槽骨を維持するかが大き
な課題になっている。 
(2) 胎生幹細胞や iPS などによる歯周組織再
生が行われている。また、骨吸収抑制剤によ
る歯槽骨維持法の開発が行われている。しか
しながら、十分な結果が得られておらず、新
たな歯槽骨維持法の開発が急務である。 
(3) 細胞内小器官であるミトコンドリア(Mt)
は、炎症などを伴う病的状態により損傷を受
ける。 
(4) 間葉系幹細胞 (MSCs)は、細胞膜ナノチ
ューブ(Tunnelling Nanotubes:TNT)により、
細胞間で Mt を輸送し、損傷細胞を回復させ
る。その TNT による Mt 輸送には、カルシウ
ムセンサーとして働く RhoT1 (Mitochondrial 
Rho GTPase 1)が重要な役割を担っている。 
以上より、RhoT1 による Mt 輸送制御は、

炎症性疾患の新治療法として期待される。 
 

２．研究の目的 
本実験では、以下のことを明らかにする。 
(1) 歯根膜組織において、RhoT1 が発現する
こと。 
(2) RhoT1 が、歯根膜細胞の生存において重
要な役割を担うこと。 
(3) RhoT1 が歯周病における歯周組織損傷の
修復に関与すること。 
以上より、歯周組織維持法の開発への可能

性を検討する。 
 

３．研究の方法 
(1) RhoT1 発現細胞の局在と同定 
C57BL6(5 週齢、オス)の上顎骨を採取し、脱
灰およびパラフィン包埋を行った後、組織標
本により、歯根膜組織における RhoT1 の局
在を検討した。さらに、歯根膜細胞を採取し
た後、Magnetic cell sorting system により、
歯根膜間葉系細胞(MSC)マーカーとして知ら
れる CD146 の抗体を用いて、歯根膜 MSCs
を単離し、ウエスタンブロットによる RhoT1
の発現を検索した。 
 
(2) 歯根膜 MSCs による細胞接触の検討 
前述実験により単離した歯根膜 MSCs とマ
ウスマクロファージ様細胞 RAW264.7 細胞
の共存培養を行い、細胞の挙動を観察した。
さらに、ミトコンドリアを MitoTraker により
ラベルした歯根膜 MSCs と LPS で処理を行
った歯根膜細胞を共存培養し、細胞突起など
による Cell-Cell contact を評価した。 
 
(3) 組織修復時における細胞遊走機能 
細胞間輸送には細胞接触が重要であること
から、組織損傷時の細胞遊走と RhoT1 の相
互作用を検討した。本実験では、マウス大腿
骨に骨欠損を作製し、その治癒過程における
MSCs 遊走を観察した。さらに、修復部位の
細胞を回収し、細胞遊走因子として考えらえ

ている LRP1 抗体を用いて、MACs により
LRP1 陽性細胞を単離した。その細胞の性状
を検討した。 
 
(4) 飢餓状態における RhoT1 の役割 
MSCs、マウス頭蓋骨由来骨芽細胞および歯
根膜細胞に対して、LPS 刺激を加えて、それ
らの細胞死率を評価した。また、RhoT1 発現
を検索し、LPS 刺激と RhoT1 発現の関係を
検討した。 
 
４．研究成果 
(1) RhoT1 発現細胞の局在と同定 
RhoT1 陽性細胞は、上顎骨の歯根周囲を覆っ
ている歯根膜組織に点在していた（図 1）。ま
た、歯根膜における CD146 陽性細胞を単離
し、RhoT1 発現を検索した結果、CD146 陽
性細胞の方が、CD146 陰性細胞よりも強い発
現が認められた。 

 
(2) 歯根膜 MSCs による細胞接着の検討 
歯根膜 MSCs と RAW264.7 細胞の共存培養
では、歯根膜 MSCs が長い突起を出しており、
その突端が RAW264.7 細胞と接着している
ものが多く見られた（図 2）。また、ラベル歯
根膜 MSCs と LPS 処理歯根膜細胞の共存培
養においては、それぞれの細胞が突起を伸ば
した Cell-Cell contact が見られ、歯根膜細胞
内には、Mitotraker でラベルされたミトコン
ドリアの存在が認められた。 
 

 
これらの所見は、歯根膜 MSCs が、破骨細胞
や歯根膜線維芽細胞に対して、Mt を供給して
いる可能性が示された。以上より、歯根膜に
おいて、MSCs は破骨細胞や歯根膜線維芽細
胞を支持することが示唆された。 
 
(3) 組織修復時における細胞遊走機能 



骨欠損 3 日目で LRP1 陽性細胞が出現し、そ
の後、数を増やした。上顎臼歯の抜去後の歯
槽骨修復においても、同様な結果が得らえた。
単離された LRP1 陽性細胞は MSC マーカー
に加え、細胞接着に関与する Paxillin を発現
しており、さらに、RhoT1 の高い発現が認め
られた。 
これらのことより、組織損傷治癒において、
MSCs の遊走と RhoT1 発現は、相関関係が
ある可能性が示唆された。 
 
(4) 飢餓状態における RhoT1 の役割 
MSCs、マウス頭蓋骨由来骨芽細胞、そして
マウス歯根膜細胞に対する LPS 刺激は、これ
らの細胞の細胞死率を増加させた。また、LPS
刺激または飢餓状態におくことで、これらの
細胞における RhoT1 発現量は増加した。一
方、LPS 刺激後の MSCs に対して、非刺激
MSCs を加えると、細胞間の細胞突起による
ネットワークが活性化され、その細胞突起内
にミトコンドリアが含まれていることが明
らかになった。このことに加え、細胞生存率
も改善された。これらの所見は、飢餓状態ま
たは LPS 刺激により、MSCs は細胞間ネット
ワークを活性化することで、細胞死から回避
する機能を有することが示唆された。 
 
以上より、LPS 刺激などに対して MSCs や歯
根膜細胞の RhoT1 発現が細胞損傷を改善す
るため、RhoT1 の調節により歯周病治療が可
能になると推測される。 
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