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研究成果の概要（和文）：多臓器円環（ホメオダイナミクス）とは、各臓器・組織が、免疫・代謝・自律神経系
など高次ネットワークを介して、時間的・空間的に変動連携することで生命体を維持する恒常性維持機構であ
る。本研究では、申請者のこれまでの歯周組織トランスクリプトーム解析をさらに発展させ、歯周組織の恒常性
維持機構に関わる新たなる分子・遺伝子群を統合的に解明し、疾患モデルマウスを用いて、歯周病と全身疾患と
の関連性について解析することで、全身疾患と歯周病に共通して関与する遺伝子群（歯周病－多臓器円環遺伝
子）の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed comprehensive transcriptome analyses to identify
 novel genes and molecules which are involved in periodontal tissue homeostasis. We analyzed 
periodontal disease animal models using a gene modified mouse to investigate more details of 
molecular mechanisms of periodontal medicine in terms of homeodynamics.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯根膜　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、20K Human Periodontal Ligament Expression Databaseをもとに歯周組織恒常性維持に関わる分子機
構を網羅的かつ統合的に解明すること、さらに、遺伝子改変マウスを用いた疾患モデルマウスを糸口にホメオダ
イナミクスの観点から歯周医学（ペリオドンタルメディスン）の分子病因を解明すること、これらにより歯周組
織の恒常性の破綻の結果、発症・進行する歯周病の分子病態を理解するという学術的意義がある。本研究のアプ
ローチにより、新たなる歯周病治療・組織再生の分子標的薬や歯周病発症前遺伝子診断法の開発に繋がる可能性
が期待出来る。

※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 
我々はこれまでに、大規模トランスクリプトーム解析として、20K Human Periodontal 

Ligament Expression Databaseを構築し、ヒト歯根膜の組織恒常性維持に関わる 15,000以上
の遺伝子発現を網羅的に解析してきた（Yamada et al. J. Dent. Res. 2016）。ヒト歯根膜におい
ては、様々な細胞外基質分子（ECM）が発現・機能しており、その中でも、歯根膜組織に高発
現している Glutamate関連分子（Fujihara, Yamada et al. J. Biol. Chem. 2010）、Ferritin（Hou, 
Yamada et al. Biochem. Biophys. Res. Commun, 2014）、歯根膜特異的 Periostin（Yamada et 
al. J. Dent. Res. 2015）は、歯根膜細胞の分化を促進・活性化する因子群であること、一方、
PLAP-1/asporin（Yamada et al. J. Biol. Chem. 2007）、Cathepsin K（Yamada et al. J. Dent. 
Res. 2016）は、硬組織形成能（石灰化能）を抑制する因子群であることを明らかとしてきた。
この様に細胞分化の促進因子と抑制因子が共に発現・機能することで、歯根膜組織は軟組織とし
て形態を維持しつつも、組織の修復や再生が必要な時には、硬組織形成細胞（骨芽細胞・セメン
ト芽細胞）へと分化することが出来るというユニークな恒常性維持機構の分子メカニズムを有
することを明らかとしてきた。さらに、申請者が樹立した PLAP-1 遺伝子改変（PLAP-1KO）
マウス（Awata, Yamada et al. J. Dent. Res. 2015）の解析から、PLAP-1は、歯周組織の恒常
性維持だけではなく脂肪組織の恒常性維持にも重要な役割を担っていることを明らかとしてき
た。加えて、重篤な循環器疾患を発症する Loeys-Dietz症候群において侵襲性歯周炎様病態を併
発する患者を見出し、同患者の TGF ß 受容体遺伝子変異を再現した TGF-ß 受容体遺伝子改変
（TGFBR1KI）マウスを樹立した（平成 24-25年度挑戦的萌芽研究 No. 24659923）。同上遺伝
子変異マウス群の解析から、歯根膜および全身疾患標的臓器の結合組織における ECMの構成異
常、免疫・炎症系細胞の機能異常等により、全身疾患と関連する歯周病（PLAP-1KO マウスで
は高脂肪食誘導性肥満・糖尿病と歯周病、TGFBR1KIマウスでは、大動脈疾患と歯周病）の疾
患感受性や発症・進行のリスクが変化していることを見出している（平成 26-28 年度基盤研究
（B）No. 26293437）。これらの結果から、PLAP-1および TGF-ßを介した ECMシグナルが、
歯周病と全身疾患とを結びつける共通のキー分子（歯周病－多臓器円環因子）の一つである可能
性が示唆される。しかしながら、歯周病は様々な因子が関与する多因子性疾患であり、その全容
を解明するためには、さらなる分子メカニズムの統合的な理解が必須である。 
 
２．研究の目的 
 全身の臓器・組織は、免疫・代謝・自律神経系など高次ネットワークを介して、時間的・空間
的に変動連携することで生命体を維持している。この多臓器を統合した恒常性維持機構を明ら
かとしていくという多臓器円環（ホメオダイナミクス）という考え方が提唱され、国家的重要研
究プロジェクトの一つとして研究推進されてきた（科学技術機構戦略イニシアティブ 2010）。そ
こで、本研究では、上記の 20K Human Periodontal Ligament Expression Databaseを活用す
ることにより、歯周組織の恒常性維持機構に関わる新たなる分子・遺伝子群を統合的に解明し、
さらに、疾患モデルマウスにおける歯周病と全身疾患との関連性を解析することを目的とした。
疾患モデルマウスを用いた全身疾患と歯周病における多臓器円環解析として、これまでの先行
実験から、PLAP-1KO マウスは、高脂肪食誘導性の肥満・糖尿病と歯周病のリスクが変化して
いることを見出しており、PLAP-1シグナルが、歯周病－多臓器円環関連因子の一つである可能
性が考えられたことから、PLAP-1KOマウスを用いて解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）新規歯周組織恒常性維持機構関連遺伝子・分子の同定とその機能解析 
 ヒトの正常歯根膜組織から構築した 20K Human Periodontal Ligament Expression 
Database（Yamada et al. J. Dent. Res. 2016）において、歯根膜組織に高発現していながら、
歯根膜組織における機能は未だ不明である遺伝子群を選択した。同遺伝子群の発現について、ヒ
ト培養歯根膜細胞を石灰化誘導培地（10%FCS、10mM ß -glycerophosphate、50ug/ml ascorbic 
acid 含有 a-MEM 培地）にて長期培養することにより、硬組織形成細胞への分化過程における
遺伝子群発現動態を Real-time PCR法にて解析した。さらに、各遺伝子群特異的 RNAiによる
発現抑制（Loss of function）実験、また、各遺伝子群強発現プラスミドの導入による高発現（Gain 
of function）実験を行うことで、in vitroにおける機能解析を行った。 
 
（2）歯槽骨吸収量の定量解析 
 10-12週齢の C57BL/6J マウス（以下 WTマウスと略す）および PLAP-1 KO マウスをペン
トバルビタールナトリウム麻酔下にて 4％パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（以下 4％PFAと
略す）を用いて還流固定後、上顎を採取し、実験動物用 3Dマイクロ X線 CT R_mCT2により
断層撮影を行い、得られた 3次元画像を 3次元画像解析ソフトウェア TRI/3D-BONにより 2次
元化した。画像解析ソフトウェア WinROOF を用いて、2 次元化した画像におけるセメントエ
ナメルジャンクションから歯槽骨頂までの根尖方向の距離を測定し、第一臼歯遠心根、第二臼歯
近心および遠心根、第三臼歯の歯根における測定値の合計を同上マウスの歯槽骨吸収量とした。 
 
（3）マウス歯根膜における透過型電子顕微鏡解析 
 2％パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（2％PFA と略す）を用いて還流固定後、上顎歯周組



織を摘出し、2％PFAに一晩浸漬した。次に上顎歯周組織を 0.1Mリン酸緩衝液含有 2％グルタ
ラールアルデヒドリン酸緩衝液に浸漬後、4℃の 0.1M リン酸緩衝液含有 2％オスミウム水溶液
にて 3時間浸漬した。脱水後、上顎歯周組織にプロピレンオキサイドを 30分間 2回浸透させ、
レジンとプロピレンオキサイドの混合液に 6 時間浸漬、さらにレジンにて一晩浸漬した。60℃
にて 48時間重合させ、ウルトラミクロトームを用いて厚さ 70nmの極薄切片を作製した。極薄
切片を透過型電子顕微鏡 JEM-1400Plus にて観察および写真撮影を行った。画像解析ソフトウ
ェア WinROOFを用いて、ランダムに選択した部位 8カ所のコラーゲン原線維直径を合計 800
個計測し、定量化を行った。 
 
（4）抜歯による歯根膜牽引試験 
 マウスの歯根膜牽引試験は Trombetta-e Silva らの方法に準じて行った。すなわち、12 週齢
の WT および PLAP-1 KO マウスをペントバルビタールナトリウム麻酔後、下顎骨を摘出し、
PBS に浸漬した。直ちに下顎骨周囲を歯科充填用コンポジットレジン クリアフィルマジェス
ティ ESフローにて補強を行い、第一臼歯根分岐部に直径 0.2mmのタングステンワイヤーを通
した。小型卓上試験機 SHIMADZU EZ-S 500Nを用いて下顎骨周囲の CRを固定し、タングス
テンワイヤーをクロスヘッドスピード毎分 1mmにて牽引した。第一臼歯が抜歯されるまでに必
要な最大応力を計測し比較した。 
 
（5）絹糸結紮によるマウス実験的歯周炎モデル 
 絹糸結紮によるマウス実験的歯周炎モデルは Abe らの方法に準じて行った。すなわち、ペン
トバルビタールナトリウム麻酔下の 8週齢WTおよび PLAP-1 KOマウスの上顎第二臼歯に 8-
0絹糸を結紮した。絹糸結紮後 14日後にペントバルビタールナトリウム麻酔下で、PFAを用い
て還流固定したマウスより上顎第二臼歯を含む上顎を摘出した。同組織を、実験動物用 3Dマイ
クロ X線 CT R_mCT2を用いて断層撮影を行い、得られた 3次元画像を 3次元画像解析ソフト
ウェア TRI/3D-BONにより 2次元化した。画像解析ソフトウェアWinROOFを用いて、2次元
化した画像におけるセメントエナメルジャンクションから歯槽骨頂までの根尖方法の距離を測
定し、第一臼歯遠心根、第二臼歯近心および遠心根、第三臼歯の歯根における測定値の合計を同
上マウスの歯槽骨吸収量とした。 
 
（6）歯根膜組織における網羅的遺伝子発現解析 
 WTマウスおよび PLAP-1KOマウスの上顎大臼歯歯根膜組織から、RNAを抽出・精製し、同
RANを用いて、KURABO GneChip Gene ST Arrayにて網羅的な遺伝子発現解析を行った。
WTマウスおよび PLAP-1KOマウスにおいて発現が異なる遺伝子群を同定し、各遺伝子特異的
な RT-PCR解析、歯根膜細胞を用いた RNAiによる発現抑制解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）新規歯周組織恒常性維持機構関連遺伝子の同定と機能解析 

20K Human Periodontal Ligament Expression Databaseの解析から、未だ歯根膜における
発現や機能について詳細が不明な遺伝子 RMND5Aが見出された。そこで、歯根膜細胞の硬組織
形勢細胞への分化過程における同遺伝子の発現を RT-PCR 法により解析したところ、歯根膜細
胞の硬組織形成細胞分化に伴ってその発現が誘導されることが明らかとなった。文献検索の結
果、RMND5Aは、CTLH複合体を構成する分子の一つであり、ユビキチン化されたタンパク質
の分解に関わっている可能性が示唆された。そこで、RMND5A特異的 RNAiを歯根膜細胞へ遺
伝子導入し、同細胞を硬組織形成誘導培地にて分化誘導したところ、分化マーカーである ALP
活性およびアリザリンレッド陽性の石灰化ノヂュール形成細胞の数が、対照群と比較して、増加
することが明らかとなり、RMND5Aが、歯根膜細胞の硬組織形成細胞への分化メカニズムに関
与している可能性が示された。 
 
（2）PLAP-1KOマウスにおける歯根膜組織の構造変化 

6週齢、12週齢、48週齢雄のWTおよび PLAP-1 KOマウスから採取した歯周組織を用いて
透過型電子顕微鏡にて観察を行った。歯根膜を構成するコラーゲン原線維の直径を計測し、定量
解析を行ったところ、6週齢、12週齢においてWTマウスと比較して PLAP-1 KOマウスのコ
ラーゲン原線維の直径が有意に増加している事が示された。また、48週齢ではWTマウスと比
較して PLAP-1 KOマウスのコラーゲン原線維の直径が有意に減少している事が示された。 
 
（3）PLAP-1KOマウスにおける歯根膜の機能的変化 
 歯根膜の強度を評価するために、歯根膜を物理的に牽引し抜歯を行うモデルを作製した。12
週齢のWTおよび PLAP-1 KOマウスから採取した下顎骨を固定し、第 1臼歯根分岐部に通し
たワイヤーを牽引し、抜歯までの最大応力を計測した。その結果、WTマウスと比較して PLAP-
1 KOマウスにて歯根膜牽引による抜歯時の最大応力の有意な減少が示され、PLAP1KOマウス
の歯根膜においては、線維性付着が低下している可能性が示唆された。 
 



（4）PLAP-1KOマウスを用いた絹糸結紮歯周病モデルの解析 
PLAP-1 KOマウスの歯周病に対する歯周組織の変化を観察するために、絹糸結紮による実験
的歯周炎モデルを作製した。絹糸結紮 14 日後に上顎骨を回収し、μCT 撮影、切片の作製を行
った。WTおよび PLAP-1 KOマウスそれぞれにおいて、絹糸結紮により骨吸収が誘導された像
が認められた。さらに、絹糸結紮群において、WTマウスと比較して PLAP-1 KOマウスにて重
篤な歯槽骨吸収が認められた。歯槽骨吸収はセメント-エナメル境から歯槽骨頂の距離、の合計
を計測した。測定の結果、WTおよび PLAP-1 KOマウスにおいて、絹糸結紮により有意に骨吸
収が起こっている事が認められた。コントロール側では歯槽骨吸収に差が認められない一方で、
絹糸結紮側にてWTマウスと比較して、PLAP-1 KOマウスにて有意に骨吸収が起こっている事
が明らかとなった。 
 
（5）PLAP-1遺伝子座における ECM遺伝子の発現調整 
 WTマウスおよび PLAP-1KOマウスの歯根膜組織におけるマイクロアレイを用いた網羅的遺
伝子発現解析の結果、PLAP-1KO マウスにおいて有意にその発現が増加している遺伝子群およ
び低下している遺伝子群を見出した。各遺伝子に対する特異的な RT-PCR 解析を行った結果、
マイクロアレイによる結果の再現性が認められ、実験の妥当性が示された。PLAP-1KO マウス
において有意に低下を示した遺伝子群の中で、特にマウスゲノム（第 13染色体）の PLAP-1遺
伝子座に近接する OGNおよび OMD遺伝子に注目した。OGN、OMDは、これまでの研究報告
から硬組織形成に関わる ECMをコードする遺伝子であることが示されているが、歯根膜組織に
おける発現や機能については、不明な点が多い。さらに、PLAP-1遺伝子が、直接、遺伝子座近
傍の OGN、OMDの遺伝子発現を調節している可能性についても示唆された。 
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