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研究成果の概要（和文）： 

ポリリン酸の軟骨細胞分化への作用を検討した．その結果，ポリリン酸によって軟骨細胞前駆細

胞は軟骨細胞形質を獲得することが明らかになった．  
研究成果の概要（英文）： 
The present study was aimed to clarify the effects of inorganic polyphosphate 
on the chondrogenic precursor cells and demonstrated the involvement of inorganic 
polyphosphate in the acquisition of chondrogenic phenotype in chondrogenic precursor 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

骨形成や骨基質の石灰化におけるリン代
謝機構を研究し，ポリリン酸が石灰化におけ
るリンの供給源となること，また，動物実験
において骨形成能を有することを示唆する
データを得たこのことからポリリン酸は歯
槽骨再生促進薬としての条件を有すること
が考えられるが，ポリリン酸の骨形成にかか
わる機構は明らかではない．そこで本研究で
は，ポリリン酸の歯周組織構成細胞に対する
作用とそのメカニズムを明らかにするとと

もに，新しい歯槽骨再生促進薬としての有用
性について検討する． 
原始エネルギーとされるポリリン酸は，オ

ルソリン酸(PO4)が直鎖状に高エネルギーリ
ン酸結合で重合した生体高分子である．単純
な構造でありながら，ATP と同等のエネルギ
ーを持つとされる．嫌気性菌では，ATP の代
わりにポリリン酸を基質として用いる酵素
（進化途上酵素：Exo-Poly(P)ase）が存在し
ていることが明らかにされ，微生物における
ポリリン酸の生理的役割が明らかにされつ
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つある．しかし，哺乳動物では，ATPなどの
三リン酸の研究が推進されてきたものの，ポ
リリン酸については，その精製法や鎖長の分
割法が明らかにされていなかったことから，
ポリリン酸の生物学的役割については未だ
明らかにされていない．2000 年に柴らは，分
割ポリリン酸の精製法とポリリン酸を基質
とする Exo-Poly(P)ase 活性が線維芽細胞に
存在することを明らかにした．また，
Schröder らは，血清，骨芽細胞，歯髄および
歯肉線維芽細胞にその酵素活性が存在する
ことを報告し Nocitiらはセメント芽細胞が，
リン酸に対して極めて感受性が高いことを
報告した．すなわち，リン酸が重合した生体
高分子であるポリリン酸が，歯と骨の形成に
重要な役割を果たしていることが推測され
る． 
国内外の研究では，ポリリン酸は，１）嫌

気条件下で合成される，２）転写因子の転写
活性を調節する，３）Ca++をトラップする，
４）Ca++と複合体を形成して細胞膜上のポン
プによって輸送される．などが明らかにされ
ているが，ポリリン酸の骨芽細胞，破骨細胞，
歯髄細胞，歯根膜細胞への作用と細胞内シグ
ナル伝達機構についての研究報告はない．本
研究は，国内外においてもポリリン酸の生理
的作用を明らかにする初めての研究となる． 
 
２．研究の目的 
大学発ベンチャー創出推進事業（委託研

究：科学技術振興機構）において，「医薬品
の臨床試験（ＧＣＰ）と非臨床試験（ＧLＰ）
の実施基準（1997 年厚生省令第 28号）」に基
づいて，ポリリン酸の精製と安全性試験を行
った．その研究過程において，ポリリン酸の
生理的役割についての詳細な研究が必須で
あることが明らかとなった．そこで，鎖長の
異なるポリリン酸を骨芽細胞様細胞（MC3T3 
-E1細胞）に作用させたところ，平均鎖長
60-70 のポリリン酸（1mM）によって，
osteopontin (OPN), osteocalcin(OCN)およ
び I型 ｃollagen mRNA の発現が亢進し，石
灰化物の形成がみられた．また，ポリリン酸
は歯周病菌である P. gingivalis に対して
0.1mM という低濃度で抗菌作用を示すこと，
さらにポリリン酸が，歯髄より分離した線維
芽細胞様細胞の増殖能とアルカリホスファ
ターゼ活性を上昇させることを明らかにし
た．すなわち，ポリリン酸は抗菌作用に加え，
成熟骨芽細胞や象牙芽細胞への分化促進作
用し，歯・歯周組織再生促進薬としての条件
を有することが示唆された．そこで本研究で
は，ポリリン酸の歯・歯周組織構成細胞に対
する作用とそのメカニズムを明らかにする
とともに，新しい歯・歯周組織再生促進薬と
しての有用性について検討する． 

本研究では，ポリリン酸の歯・歯周組織再

生促進に加え抗菌作用を有する歯周病治療
薬の開発に発展すると考えている． 
ポリリン酸による歯・歯周組織再生促進メ

カニズムを明らかにすることを目的とし，①
ポリリン酸の骨芽細胞，破骨細胞，歯髄細胞，
歯根膜細胞への作用，②ポリリン酸に応答す
る遺伝子の発現と細胞内シグナル伝達機構
の解明，③in vivo における歯・歯周組織再
生促進作用，および④作用メカニズムに適し
た分割ポリリン酸製剤の鎖長，濃度について
検討を行う．                   

ポリリン酸の歯・歯周組織構成細胞に対す
る作用として，鎖長の異なる分割ポリリン酸
を用いるという特色がある．この分割ポリリ
ン酸は臨床応用のための原体規格を用いる
ことから，研究結果は直接臨床応用への基礎
データとなる．ポリリン酸は鎖長の違いによ
って細胞内シグナル伝達機構が異なる可能
性が高く，分割ポリリン酸の鎖長の違いで適
用を選択するという独創性がある 
 
３．研究の方法 

本研究は、ポリリン酸の骨形成作用にか
かわるメカニズムを解明し、ポリリン酸を
用いた歯槽骨再生薬剤を開発することを目
的とし、マウスより得られた培養細胞にポ
リリン酸を作用させ、マイクロアレイによ
るスクリーニングにより遺伝子の挙動を網
羅的に解析したのちにポリリン酸特異的に
応答する遺伝子を同定する。続いてin vivo
での発現解析、機能解析を行い、ポリリン
酸の生体適用法を検討する。①ポリリン酸
の骨芽細胞，破骨細胞，軟骨細胞，歯髄細
胞，歯根膜細胞への作用，②ポリリン酸に
応答する遺伝子の発現と細胞内シグナル伝
達分子の同定を行う．分割ポリリン酸は，
柴らの方法で精製する．本研究における分
割ポリリン酸の精製，供与ならびに利用に
ついては既に承諾済みである． 
＜ポリリン酸の骨芽細胞，軟骨細胞，破骨
細胞，歯髄細胞，歯根膜細胞への作用の検
討＞細胞の採取と培養：松本歯科大学動物
実験規程に従ってマウスを処理し，無菌的
に組織を採取する．Balb/cマウスより採取
した組織より各細胞を採取し，10%牛胎児血
清添加α-MEM培地を用いて培養する．骨芽
細胞として頭蓋冠骨芽細胞をGallagherら
の方法で分離培養する．破骨細胞は骨髄細
胞と頭蓋冠骨芽細胞の共存培養系，歯髄細
胞と歯根膜細胞はExplant Culture法で培養
する．組織よりoutgrowthした細胞は分散後，
分化誘導する． 

①分割ポリリン酸の細胞増殖，分化およ
び機能に対する作用の検討：分割ポリリン
酸を0～2mM（添加可能な濃度）で添加し，
細胞増殖（MTSおよびMTT assay），前駆細
胞の成熟細胞への分化および機能について



 

 

検討する．骨芽細胞は，0.1mMデキサメタゾ
ン，0.05mMアスコルビン酸 - グリ
セロフォスフェイトを含むMSC培地を用い
て培養する．骨芽細胞は，osteocalcin (OC)，
alkaline phosphatase (ALP), Type I 
collagen, receptor activator of NF-
(RANKL)の発現を，石灰化物は，アリザリン
レッド染色を施行して同定する．破骨細胞
については，骨髄細胞と頭蓋骨骨芽細胞の
共存培養系に活性型vitamin D3，
Prostaglandin E2などの骨吸収因子を添加
して培養する．破骨細胞はカルシトニンレ
セプターの局在とTRAP染色および象牙質片
上の吸収窩形成実験(pit formation assay)
で同定する．歯髄細胞は，0.1mMデキサメタ
ゾン，0.05mMアスコルビン酸 - グ
リセロフォスフェイトを添加したDMEM培地
を用いて培養する．象牙芽細胞の同定は
dentin matrix protein (DMP)1，core 

，Bone 
sialoprotein (BSP)，DMP 2，OC，ALPの発
現を検討する．歯根膜細胞ではコラーゲン
合成能を検討する．ポリリン酸添加と非添
加の実験において，前駆細胞と成熟細胞の
割合を検討する．細胞の観察には，倒立顕
微鏡（ニコン： ECLIPSE TE2000）を用いる．
また，前駆細胞では，ABC cassette 
transporterのbcrp-1/ABCG2が発現してい
ることから，bcrp-1/ABCG2発現細胞の割合
をフローサイトメトリー（FCM）で検討し，
成熟細胞との比を求める．以上により分離
培養した細胞の形質を明らかにし，マイク
ロアレイによる解析に供する． 

②発現型DNA マイクロアレイを用いた遺
伝子発現の解析ポリリン酸を作用させた骨
芽細胞，破骨細胞，歯髄細胞，歯根膜線維
芽細胞のmRNAを抽出する．mRNAは発現解析
型DNAマイクロアレイに供する．mRNA から
T7-RNA transcriptionによりdigoxigeninラ
ベルcRNAを逆転写酵素で合成し，ターゲッ
トcRNAを合成する．各種遺伝子を固定した
マイクロアレイ上でポリリン酸処理細胞と
非処理細胞から得たcRNAをハイブリダイズ
させることによって，マイクロアレイ上に
固定した全ての遺伝子の発現を解析する． 
1）mRNA 抽出：骨芽細胞，破骨細胞，歯髄細
胞，歯根膜線維芽細胞を，β-メルカプトエ
タノールを添加した細胞溶解液で処理し，
RNeasy ミニスピンカラムを用いて高純度
total RNA を回収する．2）ｃRNA の蛍光ラベ
ルとハイブリブリダイゼーション：Amino 
Allil MessageAｍｐ cRNA（Ambion 社）を
用いてｃRNA を合成し，固定化されたアレイ
にハイブリダイズする．3) 画像処理と定量
化：クラスター解析ソフトと視覚化表示ソフ
トは TreeView (Ｓｔａｎｆｏｒｄ Ｕｎｉ． 
Ｅｉｎ M．より供与)を用い，セレラ社のデ

ータベースよりグラフィカル表示で発現を
確認する．RT-PCR による発現遺伝子の同
定：マイクロアレイを用いて網羅的遺伝子発
現解析を行い，高発現遺伝子を選択する．シ
グナルの高い遺伝子についてプローブを作
製し，RT-PCRで同定する．セルトランスフェ
クションアレイによる遺伝子の機能解析：マ
イクロアレイの網羅的遺伝子発現解析から，
ポリリン酸によるシグナル伝達分子の候補
を明らかにするために，リバーストランスフ
ェクションによる RNAiを行い，セルトラン
スフェクションアレイによってその遺伝子
抑制による挙動を検討する． 
 
４．研究成果 
これまでに、軟骨細胞前駆細胞において軟

骨分化関連遺伝子を発現させ，リン酸の 
Transporter である，Pit-1 や，ピロリン酸
の産生に関わる Exopolyphosphatase 
phosphodiesthelase 1 (ENPP1) が早期に誘導
されるとともに，基質を石灰化することを明
らかにした．ポリリン酸存在下でアルカリホ
スファターゼ以外のリン代謝酵素の存在を示
唆するデータを得ている． 
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