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研究成果の概要（和文）：本研究では、加齢に伴う歯周組織老化の慢性炎症病態に至るプロセスを解明するため
に、時間軸に沿った遺伝子ネットワーク変動のダイナミクスとして俯瞰した。その際に、エピジェネティックな
変異が集積している老化歯根膜細胞に着目し、miRNAs による細胞老化の制御機構を、炎症性応答、ミトコンド
リア機能、幹細胞能、エクソソームといった多様な細胞機能について分子レベルで解明した。そして、老化歯根
膜細胞においては、ECM産生、ミトコンドリア機能、核膜に特徴的な変化が生じていること、その原因の一つと
して、老化歯根膜細胞に特異的なmiRNAs-mRNAによる制御機構を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the dynamics of gene networks along the time axis
 to clarify the aging processes leading to the chronic inflammation in periodontal tissue. We 
focused on senescent periodontal ligament cells with epigenetic mutations, and elucidated the 
regulatory mechanism of cellular senescence by miRNAs, focusing on various cellular functions such 
as inflammatory response, mitochondrial function, stem cell, and exosome. We found that senescent 
periodontal ligament cells showed the age dependent characteristic in ECM production, mitochondrial 
function, and nuclear membrane, which are regulated by senescent periodontal ligament specific 
miRNAs-mRNAs mechanisms.

研究分野：歯周病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、加齢とともに進行する歯周組織の老化性の慢性炎症の病態の一部が分子レベルで明らかとな
った。新規のトランスオミクス解析によるアプローチにより、miRNAsによる細胞老化の制御機構が、細胞代謝、
炎症性応答、ミトコンドリア機能、幹細胞能、エクソソームといった老化歯根膜細胞の多様な細胞機能を調節制
御していることが示唆された。今後、得られた分子基盤情報を用いて、歯周組織の老化性の慢性炎症病態を「遺
伝子―細胞―組織―個体レベル」で検証することで、高齢者の難治の歯周病の病態マーカーの探索、新規の診
断、 予防法の樹立が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

加齢と共に進行する個体の生物学的老化は、臓器の器質的変化を伴う機能低下を特徴としてい
る。実際に、糖尿病や冠動脈疾患、メタボリックシンドロームなどの加齢性の代謝性疾患におい
ては、原因となる肝臓や血管組織において臓器の機能低下が認められる。近年、老化細胞が臓器
に蓄積し、炎症性サイトカイン、細胞外基質分解酵素、機能性 RNA 分子を含むエクソソームを
分泌することで慢性炎症や発ガンなどの病態形成に関与することが明らかとなってきた。歯周
病は、細菌バイオフィルムを直接の原因とするものの、 環境と宿主の相互の影響を大きく受け
歯周組織の炎症と破壊が進行する疾患である。歯周組織は、消化管へとつながる第一関門である
口腔において、歯周病原性細菌、メカニカルストレス、 活性酸素種(ROS)などの老化誘導刺激
となる環境ストレスに絶えず暴露されている。よって、これら環境ストレスの蓄積がエピジェネ
ティックな変異を歯周組織のゲノムDNA に惹起し、細胞レベルの老化、すなわち「細胞老化」
が誘導されることで、歯周組織の臓器レベルの老化が生ずることが推察された。そこで私たちは、
「老化した歯周組織構成細胞が、高齢者の歯周病に特徴的な慢性炎症病態の病因となりうる」と
の老化細胞作業仮説に基づき、歯周組織における細胞老化の生理的役割に着目し、研究を実施し
てきた。ヒト初代培養歯根膜細胞を用いた in vitro 老化誘導培養系の樹立に成功し、歯周組織幹
細胞の加齢に伴う機能低下、ニッチェ様細胞の TGF-の産生を伴う炎症制御、老化歯根膜細胞
のオートファジー低下や IL-6、IL-8 などの炎症性サイトカイン、ケモカインなとの老化関連分
泌(Senescence-Associated Secretory Phenotype: SASP)現象を報告している。これら一連の研究
は、高齢者において歯周組織に老化細胞が存在する事、さらには歯周組織の老化を基礎病態とし
た歯周病重篤化の病因論強く示唆するものである。実際に、我々の日常臨床において、細菌バイ
オフィルムの除去を中心とした歯周治療のみでは高齢者は難治の臨床像をとることが多い。そ
こで、高齢者の難知性の歯周病態を解明するためには、加齢に伴う歯周組織の老化性炎症をより
よく理解することが必要と考えられた。 

所属するグループでは、歯周炎患者のフルゲノム解析を実施し、ゲノムの未開領域である、
MicroRNAs(miRNAs)の機能と重要性に注目している。実際にパイロットスタディーにおいて、
幾つかの miRNAs は老化歯根膜細胞において発現が増加し、長寿遺伝子群への関係が推察され
た。よって、歯周組織の老化性の慢性炎症病態を「遺伝子—細胞—組織—個体レベル」で検証す
ることにより、高齢者の難治の歯周病の病態マーカーの探索、新規の診断、予防法樹立への応用
が十分可能であると推察された。また、細胞老化を標的とする miRNAs を基盤とした核酸医薬
の開発により、高齢者の歯周組織を賦活化、若返りすることで、歯周病のみならず、共通の病態
メカニズムを有する加齢性の成人性疾患に対する新規の治療法への展開も期待される。そこで
本研究では、加齢に伴うエピジェネティックな変異が集積している「老化歯根膜細胞」のmiRNAs
に依存性の細胞老化の制御機構を、細胞代謝、炎症性応答、ミトコンドリア機能、幹細胞能、エ
クソソームの分泌機構といった多様な細胞機能に着目し分子レベルでの解明に取り組むことと
した。すなわち、歯周組織老化のダイナミクスを時間軸に沿った遺伝子ネットワークの変動とし
て俯瞰することで加齢とともに進行する慢性炎症病態確立に至るプロセスの全容を検討し、分
子基盤情報の構築を目指すものである。そして、高齢者の歯周病に特有の病態生理を規定する細
胞老化、慢性炎症のメカニズムを遺伝子レベルで明らかにすることが老化制御法の開発には必
要と考えた。 

２．研究の目的 



歯周病において、「加齢」は喫煙と並ぶ重要なリスク因子である。加齢に伴う生物学的老化の
背景である臓器の機能低下には、細胞レベルの老化、「細胞老化」が関与しており、組織、臓器
においてその数を増やした老化細胞は、炎症性サイトカイン、蛋白分解酵素の産生を介して慢性
炎症を惹起することが明らかになっている。本研究では、エピジェネティックな機構により遺伝
子の発現を制御するMicroRNA(miRNAs)に着目し、加齢に沿って進行する歯周組織の慢性炎症、
いわゆるインフラマエイジングと組織恒常性破綻の分子メカニズムの全容解明を試みる。得ら
れた基盤情報に基づき、歯周組織の老化性炎症が高齢者の病態生理に及ぼす影響を検討し、細胞
老化を標的とした新規の診断、治療法を開発のための分子基盤情報を構築することで、口腔から
全身の健康寿命の延伸を目標とする。 

3. 研究の方法 
 
高齢者の歯周病病態の根幹をなす、老化歯根膜細胞の遺伝子発現データベースを加齢の時間軸
に沿って構築し、歯周病の発症、進行過程における細胞老化の病態生理学的意義を miRNAs に
よる遺伝子制御機構を中心に分析する。得られた分子情報に基づき、高齢者の歯周組織に特異的
なmiRNAsを同定し、老化病態の診断法樹立を目指す。また、細胞老化の制御に関連するmiRNAs
を同定し、「核酸治療薬」開発のシーズ探索に取り組む。 
(1) 初代培養歯根膜細胞の in vitro 複製老化モデルを用いて、細胞老化の各ステージにおける 
miRNAs、mRNAs のトランスクリプトーム解析し、それぞれの階層をひもづけることで遺伝子
発現のネットワーク分析を行う。そして、歯根膜特異的な細胞老化、炎症誘導、エネルギー、栄
養代謝、幹細胞機能を制御するmiRNAs 群の同定、老化エクソソーム中のmiRNAs の同定を試
みる。 
(2) ヒト正常歯根膜細胞に、同定された老化歯根膜細胞特異的 miRNAs を模倣した合成 
miRNAs を遺 伝子導入し、炎症性サイトカインや細胞外基質生成に及ぼす影響を検討する。   
(3) 歯周組織におけるmiRNAs の生理作用を in vivo モデルで検証する為に、老齢マウスを用
いた Porphyromonas gingivalis (P.g.)菌感染歯周炎モデルの歯周組織における老化歯根膜細胞、
歯肉線維芽細胞の動態、miRNAs の発現を検討する。 
(4) In vitro の実験ならびに動物実験モデルからは限定された環境要因下でのデータモデルと
なる可能性があるため、歯周病により抜去された歯の歯根膜組織ならびに、唾液中のエクソソー
ムに含まれるmiRNAs や mRNAs の解析を実施し、加齢による老化、炎症の進行に沿ったヒト
の病態バイオマーカー、治療標的遺伝子の実証的な検討を行う。  
 
４．研究成果 

歯周組織構成細胞の時間軸に沿って進行する細胞の老化過程の各階層におけるトランスオミ 
クス解析を行うことによって、細胞老化に特異的な miRNAs 群を同定した。初代歯周組織構成
細胞の in vitro 複製老化プロセスを構築した。具体的には、老化細胞におけるmiRNAs、mRNAs
発現のトランスクリプトーム解析、細胞構成蛋白質ならびに培養上清に分泌された炎症性 SASP
蛋白のプロテオーム解析を行い、それら各々のオミクスのネットワークについて階層解析いわ
ゆる、トランスオミクス解析を行った。そして、歯根膜細胞の細胞老化の時系列(細胞継代数)に
ついて比較した多元階層からなるデータベースを構築し、miRNAs に制御されたmRNAs、蛋白
発現の歯周組織構成細胞の老化メカニズムの全容の解明にあたった。 

(1)ならびに(3) 



① 歯根膜細胞老化過程のトランスクリプトーム解析 
・ヒト歯根膜細胞の in vitro 老化過程の誘導で樹立した歯根膜細胞において、時間軸の異なる
継代数(P10, P20, P30, P40)サンプルのmiRNA 発現プロファイルの解析をおこなった。miRNA 
を精製、標識化し、約 2000 種のmiRNA の発現を比較、解析した。また、磁性マグネット精製
法 により、培養上清中のエクソソームを回収し、miRNAを精製し、RT-qPCR 法にて解析した。 
・歯根膜細胞の in vitro 老化過程における mRNA の発現解析 
miRNA を精製した老化歯根膜細胞と同じサンプルの total RNA 画分よりmRNAを精製、ライ
ブラリを調整し、次世代シーケンサー「Illumina HiSeq」による RNAシークエンスを実施した。
P10, P20, P30 の歯根膜細胞の mRNAs プロファイルについては、GeneSpring ソフトにより検
討した。２倍以上の発現変動を認めたmRNAs を対象としたGO term 解析により、細胞分裂、
核タンパク、DNA修復、細胞外基質タンパクに関係するmRNAs 群の大きな変動が明らかとな
った。細胞外基質関連タンパクに関係する遺伝子のうち、コラーゲンの生成、代謝に関係する
mRNAs が多く抽出されたことより、コラーゲン細繊維、3 次元構造維持に関係する遺伝子の
pathway 解析を実施し、その相関図を作成した。 

② 老化細胞に特徴的な SASP 蛋白である、IL-6、IL-8 を中心とした炎症サイトカインや接着
分子の転写誘導に重要な NF-B,C/EBP 経路を基準とした炎症シグナルのパスウェイを中心
とするネットワーク解析により、老化、炎症制御、幹細胞能の中心となる miRNAs 群の絞り込
みを行った。そして、歯根膜細胞を用いた機能解析により、老化歯根膜細胞の慢性炎症に特異な
miRNA を同定した。現在、miRNAs についての論文を投稿中、作成中である。 

③ 老化歯根膜細胞の細胞画分、培養上清中に含有される分泌蛋白についてプロテオーム解析
を行った。老化歯根膜細胞の蛋白質画分をショットガン質量分析の結果、細胞外基質を構成する
蛋白の大きな変動が明らかとなった。プロテオーム解析とmiRNAs—mRNAs 発現ネットワーク
を統合することで、加齢の時間軸に沿ったデータベースを構築した。老化性の炎症性蛋白質の産
生や恒常性破綻に関連する因子を特定し、老化病態のマーカーとしての検証を行う予定である。
今後、ヒト歯根膜細胞老化のテータをバイオサイエンスデータセンターにて登録公開する予定
である。  

(2) in vivo 小動物モデルを用いた歯周組織老化にはたすmiRNAs の生理作用の解析  

生体内での歯周組織の老化と慢性炎症における miRNAs の生理作用を検討する為に、老齢
C57BL/6マウスに5-0 絹糸を結紮することで歯周炎モデルを構築し、病態生理の解析を行った。
老齢野生型マウス(C57/BL6)顎骨 µCT計測により、70 週齢において著明な歯槽骨の吸収と、歯
周組織切片の SA-GALならびに免疫組織学的解析により、ROSの蓄積、DNA ダメージの蓄積
が観察された。また、外傷性咬合モデルマウスの歯周組織の mRNA 発現について RNA シーク
エンスを実施した。今後、絹糸除去の異なるタイムポイントの解析数を増やし、老齢個体の修復、
治癒過程に及ぼすmiRNAs の役割を検討予定である。 

(4)老化歯周組織と血清、唾液中におけるmiRNAs と歯周病病態との関連性の解析  

In vitro の実験ならびに動物実験モデルからは、ある特定の環境下でのデータモデルとなり、臨 
床病態としての老化、慢性炎症の病態を忠実には反映しない可能性がある。そこで、保存不可能



で抜去した歯に残存する歯周組織の解析を実施した。埋伏歯を用いた歯根膜組織中の老化細胞
の病理組織学的な解析により、SA-gal 染色が老化と炎症に関する病態バイオマーカーとして有
用であることが明らかとなった。また、磁性マグネットを用いたエクソソームの精製が可能であ
り、エクソソーム中の miRNAs と微量な miR-155 は検出されるが、従来報告されている miR-
146a の検出は困難であった。今後、臨床サンプルや評価方法の標準化の検討を予定している。 
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