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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト歯根膜および歯肉上皮細胞において、PDLIM5が仮足形成、細胞走化
性に及ぼす影響について検討を行うこととした。siRNAにてPDLIM5をノックダウンさせた1-11およびOBA9を使用
し、細胞の仮足形成、また、細胞走化性を評価した。siRNAにてPDLIM5がノックダウンされた1-11においては、
仮足形成、細胞走化性が、コントロールと比較し、有意に減少し、OBA9においては、1-11と逆の結果を示した。
以上より、本研究からPDLIM5は、歯根膜および歯肉上皮細胞において、相反的な働きをすることが推察された。
PDLIM5は歯周組織再生を誘導する可能性のひとつとして示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of PDLIM5 on association with 
cell extensions formation and migration activity of human periodontal ligament and gingival 
epithelial cells. To examine the roles of PDLIM5 in 1-11 and OBA9 cells, PDLIM5 was knocked down by 
siRNA. We examined formation of cell extentions and migration activities.PDLIM5-knockdown 1-11 cells
 reduced cell extensions formation and migration activities, compared with control cells. 
PDLIM5-knockdown OBA9 cells promoted cell extensions formation and migration activities, compared 
with control cells.
These results suggested that PDLIM5 may regulate of cell extensions formation and migration activity
 on periodontal ligament and gingival epithelial cells during wound hearing. PDLIM5 would be used as
 a therapeutic agent for periodontal regeneration. 

研究分野： 歯科保存学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、PDLIM5はヒト歯根膜細胞の仮足形成、細胞遊走において促進に働くことに対し、ヒト歯肉上皮細胞
においては抑制に働く可能性が推察された。PDLIM5がヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞に及ぼす影響が検
証されれば、歯周組織再生治療の際起こりうる、歯肉のダウングロース防止に応用できる可能性があると考えら
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 
 
歯周病は、嫌気性細菌を主とする歯周病原菌が感染し、生体側の宿主反応の結果生じる炎症に

起因しており、主に歯と歯肉の付着の喪失、歯槽骨の吸収などの症状が現れる。近年、歯周組織
の欠損部歯根面に骨芽細胞、セメント芽細胞ならびに歯根膜線維芽細胞が生成され、歯と歯槽骨
の間に線維性結合（新付着）が得られる歯周組織再生治療に注目が集まっている。以前、ビーグ
ル犬の歯を抜歯し、歯肉結合組織に接するように移植し、歯根膜の有無による新付着形成を評価
した結果、歯肉結合組織には新付着を獲得する能力がなく、歯根膜が新付着形成に必要であるこ
とが報告された（Nyman et al., Journal of Clinical Periodontology,1980）。しかしながら、
歯周組織再生の際、歯根膜および歯槽骨より歯肉上皮および歯肉結合組織の増殖速度が速いた
め、歯肉のダウングロースが起こり、歯根膜の再生が困難になる。歯肉のダウングロースを防止
するため、歯根膜由来の細胞が歯根面に誘導されるように物理的な遮断膜を設置する GTR 法が
開発された。しかし、技術依存度が高く日常の歯科診療で応用するには煩雑であることから、今
後は、より簡便に歯肉上皮および歯肉結合組織の増殖を抑制し、さらに歯根膜に対し再生を促す
方法の確立が待望されている。 
細胞はラメリポディア（葉状仮足）およびフィロポディア（糸状仮足）と呼ばれる仮足を伸ば

す（Clainche et al., Physiological Reviews, 2008）。細胞遊走、創傷治癒ならびに組織の形
態形成の際、細胞が仮足形成することが重要な役割を担っている（Clainche et al., 
Physiological Reviews, 2008）。申請者は以前、細胞の仮足側で特異的な因子を探索するため、
細胞体側と仮足側のタンパク質量の解析を行った（Wang et al., Science Signaling, 2007）。
マウス線維芽細胞株（NIH3T3 細胞）において、コラーゲンコーティングを行ったメンブレンの
上部（細胞体）および下部（仮足）で、細胞体と仮足に分離し、プロテオミクス（Mass spectrometry）
解析にて細胞体側と仮足側のタンパク発現の比較を行った結果、細胞体側より仮足側で PDLIM5
が多く見い出された。PDLIM5 は、細胞骨格、細胞の分化に関わる（Kadrmas at al., Molecular 
Cell Biology, 2004）PDZ-LIM ファミリーに属している。PDLIM5 は、心筋細胞（Maturana et al., 
Cardiovascular Research, 2008）および腎細胞（Kuroda et al., Journal of Biological 
Chemistry, 1996）でその発現が認められている。近年、ヒト平滑筋細胞において、PDLIM5 は AMP
キナーゼ（AMPK）の新規の基質として発見され、さらに PDLIM5 の活性化はラメリポディアのア
クチン重合を阻害し、細胞遊走を抑制することが報告されている（Yan et al., Nature 
Communications, 2015）。しかしながら、歯根膜細胞および歯肉上皮細胞における PDLIM5 の発
現、機能に関しては知られていない。   
以上のことから、PDLIM5 の機能は細胞の種類により違いがあるのではないかと考え、申請者

は、PDLIM5 はヒト歯根膜細胞の仮足形成、コラーゲンリモデリング、細胞遊走ならびに線維形
成において促進に働くことに対し、ヒト歯肉上皮細胞においては抑制に働く可能性があるので
はないかと仮説を立て検討を行うこととした。また、PDLIM5 がヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉
上皮細胞に及ぼす影響が証明されれば、歯周組織再生治療の際起こりうる、歯肉のダウングロー
ス防止に応用できる可能性があると考えられ解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、仮足形成関連タンパクである PDLIM5 に注目し、siRNA により PDLIM5 をノックダ

ウンさせたヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞を作製し、仮足形成、細胞遊走能の解析を行
い、PDLIM5 がヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞に及ぼす影響を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 
実験には、SV40T-Ag および HTERT にて不死化されたヒト歯根膜細胞株（1-11）、SV40T-Ag に

て不死化されたヒト歯肉上皮細胞株（OBA-9）を使用した。 
１）ヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞における PDLIM5 の発現解析：1-11 および OBA-9 に
おける PDLIM5 の発現を、ウエスタンブロット法を行い評価した。 
２）ヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞における PDLIM5 の機能解析：２種類の siRNA にて
PDLIM5 をノックダウンさせた 1-11 および OBA-9 を使用し、以下の実験を行った。 
①細胞をフローティングコラーゲンゲル（Mohammadi et al., Biomaterials, 2014）上で培養
後、F-actin にて免疫染色を行い、仮足形成数および長さの測定し評価した。 
②細胞をセルカルチャーインサートに播種後、インサート下面の細胞数を計測し、細胞走化性を
評価した。 
 
４．研究成果 
 
１）で申請者は、まず使用する予定である、1-11 および OBA-9 における PDLIM5 の発現につい

て検討した。その結果、1-11、OBA-9 の両方の細胞にて PDLIM5 のタンパク質の発現を認めた。 
２）では、１）で PDLIM5 の発現が認められたことから、2種類の siRNA にて PDLIM5 をノックダ
ウンさせた 1-11 および OBA-9 の作製を行い、機能解析を行った。2種類の siRNA にて PDLIM5 が



ノックダウンされた 1-11 および OBA-9、コン
トロール細胞をフローティングコラーゲン上
に播種し、3時間後の仮足形成の数、長さの測
定を行った。1-11 においては、コントロール
と比較し、siPDLIM5 にて仮足形成数および長
さが有意に減少した。一方、OBA-9 では、コン
トロールと比較し、siPDLIM5 にて仮足形成数
および長さが有意に増加した。次に 2 種類の
siRNA にて PDLIM5 がノックダウンされた 1-
11 および OBA-9、コントロール細胞をセルカ
ルチャーインサートに播種し、24 時間後、イ
ンサート下面の細胞数を計測した。その結果、
1-11 においては、コントロールと比較し、
siPDLIM5 にて細胞遊走能が有意に減少した。OBA-9 においては、コントロールと比較し、siPDLIM5
にて細胞走化性が有意に促進された。また、PDLIM5 を CRISPR-cas9 にてノックダウンさせた細
胞の作製も行い、並行して解析を行っている。さらに、２）の現象のメカニズムをより詳細に評
価するため、ヒト歯根膜細胞およびヒト歯肉上皮細胞における PDLIM5 が関わるシグナリング経
路の解析を進めていく必要がある。 
本研究で得られた結果より、PDLIM5 は、ヒト歯根膜細胞において、細胞の仮足形成、細胞走

化性に対し促進に働き、ヒト歯肉上皮細胞においては、細胞の仮足形成、細胞走化性に対し抑制
に働くことが推察された。PDLIM5 は歯周組織再生を誘導する可能性のひとつとして示唆された。 
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