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研究成果の概要（和文）：Thrombospondin-1(TSP-1)は多機能細胞外マトリックスタンパクであり、様々な生物
学的効果を持つ。本研究では、歯根膜細胞におけるTSP-1のレセプターであるCD36とCD47の発現解析および、
TSP-1刺激によるヒト歯根膜細胞の反応を検討した。ヒト歯根膜には恒常的にCD36およCD47mRNAが発現してお
り、DAMPsおよびTSP-1刺激によりその発現は増強した。免疫染色し蛍光顕微鏡にて観察したところ、CD36レセプ
ターおよびCD47レセプターの発現が確認された。TSP-1はヒト歯根膜細胞において、CD36、CD47レセプターを介
して作用することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Thrombospondin-1 (TSP-1) is a multifunctional extracellular matrix protein 
with various biological effects. In this study, we examined the expression analysis of TSP-1 
receptors CD36 and CD47 in periodontal ligament cells, and examined the response of human 
periodontal ligament cells by TSP-1 stimulation. CD36 and CD47 mRNA were constitutively expressed in
 human periodontal ligament, and their expression was enhanced by DAMPs and TSP-1 stimulation. 
Immunostaining experiments confirmed the expression of CD36 receptor and CD47 receptor. TSP-1 was 
thought to act through CD36 and CD47 receptors in human periodontal ligament cells.

研究分野：歯周病学

キーワード： TSP-1　ヒト歯根膜細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Thrombospondin-1(TSP-1)は多機能細胞外マトリックスタンパクであり、様々な生物学的効果を持つ。歯周炎の
疾患進行におけるTSP-1の役割を解明することで、歯周治療における新規の標的分子として、治療ストラテジー
を再構築できうると考えらえる。またTSP-1の周囲細胞へ及ぼす影響について明らかにすることで、歯周病原細
菌感染後の歯周組織や歯槽骨破壊、重症化のメカニズムにおける新たな関与因子を同定できうると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  Thrombospondin-1(TSP-1)は多機能細胞外マトリックスタンパクであり、トロンビン感受性タ
ンパクとしてヒト血小板から単離された。TSP-1は血管内皮細胞、好中球、単球、マクロファー
ジなどから産生され、細胞表面受容体、特異的ドメインとの相互作用により、様々な生物学的効
果を持つ。CD36に結合した場合は血管新生抑制などの抗炎症性作用を呈し、また、インテグリン
やCD47と結合することで、炎症性サイトカインとRANKL発現を誘導し、局所の炎症と骨破壊を引
き起こす。さらに、TGF-β活性調節を介して、創傷治癒、細胞増殖、細胞分化、サイトカイン応
答を制御する(Oiga et al. 2013)。これらの現象は、歯周炎の特徴である組織炎症や歯槽骨吸収
に密接に関連している。マトリックスタンパクには、オステオネクチン(SPARC/ON), 
Thrombospondin-1 (TSP1)、オステオポンチン(OPN)、テネイシン-X(TN-X)、シンデカン1～4など
が存在している。しかし、その中でTSP-1の機能や歯周組織構成細胞に与える影響には不明な点
が多い。 
 我々は、DNA マイクロアレイによる探索と歯周炎局所での発現をもとに、TSP-1 が歯周炎の疾
患進行に関与していることを発見し報告した（Gokyu et al, PlosONE, 2014）。これまでの研究
で、歯周病原細菌刺激によってヒト単球系細胞 THP-1 細胞から TSP-1 が強く発現産生されるこ
とを、マイクロアレイと real time RT-PCR による遺伝子発現測定、ELISA 法によるタンパク発
現測定によって確認した。また、慢性歯周炎患者の歯周外科時に採取した炎症性歯肉組織にお
いて TSP-1 の発現を測定した結果、深い歯周ポケットの手術部位において TSP-1 の発現が亢進
していることを報告した。また、歯周病原細菌で刺激したヒト単球系細胞 THP-1 細胞において
は、Toll-like receptor 2 を介し、NF-κB 経路を活性化することで TSP-1 産生が亢進され、さ
らに IL-17A よりも IL-17F の共刺激によってその発現が増加することを明らかとした。TSP-1
は炎症過程において発現が上昇し、免疫応答の調節に関与するとされる多機能細胞外マトリッ
クスタンパク質であるが、その作用に関しては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
いままでの研究から、TSP-1 が TGF-βや TNF-αにより発現増強（Rico et al, 2008）すること、
また、TSP-1 が破骨細胞形成に関与すること（Amend et al, 2015）や、CD47 との相互作用が
RANKL 誘導性の骨吸収を引き起こすという報告（Kukreja et al, 2009）がある。歯周炎の病態
形成において重要である骨破壊に対し、TSP-1 がなんらかの役割を担っている可能性が考えら
れるが、歯根膜細胞を介した TSP-1 の働きや、破骨細胞や骨芽細胞との関連、歯槽骨吸収に至
るメカニズムに関しての報告はない。 
 本研究では、歯周炎局所における TSP-1 発現が歯周組織構成細胞に与える影響を検討し、特
に歯根膜細胞に対してどのように作用しているのかを解明することで、歯周炎の疾患進行にお
ける TSP-1 の役割を解明する。 
 歯周炎の疾患進行における TSP-1 の役割を解明することで、歯周治療における新規の標的分
子として、治療ストラテジーを再構築できうると考えらえる。また TSP-1 の周囲細胞へ及ぼす
影響について明らかにすることで、歯周病原細菌感染後の歯周組織や歯槽骨破壊、重症化のメ
カニズムにおける新たな関与因子を同定できうると考える。 
 
３．研究の方法 
本研究では、 TSP-1 が歯周組織構成細胞に与える影響を検討することにより、歯周炎疾患進行 
における TSP-1 の役割を解明する。TSP-1 は多機能マトリックスタンパクであり、その受容体
ごとに働きが異なることが予想される。特に CD36 受容体と CD47 受容体により、そのシグナル
伝達機構が異なる。そのため、歯周組織構成細胞における TSP-1 受容体の発現を調べ、その受
容体からのシグナルを解析する。 
 
４．研究成果 
歯根膜細胞の役割を研究する目的で、抜去歯根表面からヒト歯根膜細胞を回収した。ヒト歯根
膜細胞の初代培養を行い、細胞実験に用いた。歯周炎の刺激状態を再現するために、抜去歯の
露出歯根面から DAMPs を回収し、刺激因子として用いた。次に、ヒト歯根膜細胞の挙動を調べ
る目的で、ヒト歯根膜細胞に対して、DAMPs, TSP-1 で刺激したところ、濃度依存的に IL-1β、
TNF-αを産生した。また、この炎症性サイトカイン産生はインフラマソーム阻害剤によって、 
抑制が認められた。 
歯根膜細胞の TSP-1 のレセプターである CD36 と CD47 の発現解析を行った。ヒト歯根膜細胞を
初代培養して研究に用いた。培養ヒト歯根膜細胞から mRNA を抽出し RT-PCR を行った。その結
果から、ヒト歯根膜には恒常的に CD36 および CD47mRNA が発現しており、DAMPs 刺激によりそ
の発現は増強した。また、ヒト歯根膜細胞をチャンバースライド上で培養し、固定した後に抗
CD36 抗体および抗 CD47 抗体で免疫染色を行い蛍光顕微鏡にて観察した。その結果、ヒト歯根
膜上で CD36 レセプターおよび CD47 レセプターの発現が確認された。 
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