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研究成果の概要（和文）：PDL-MSCに対してEr:YAGレーザー照射による光エネルギーの応用を評価した。6Jでの
照射によって、細胞増殖活性が増殖すること、また、6Jでの照射では、週1回の照射で3週間後には石灰化誘導を
促進すること、分化に関する遺伝子発現が変化することを見出した。3, 6, 8Jでの照射6時間後のRNA-seqによる
網羅解析では、3つの共通した発現変動遺伝子が同定できた。光エネルギーの応用により、MSCの増殖・分化を調
節できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The application of light energy by Er:YAG laser irradiation to PDL-MSCs was 
evaluated. Er:YAG laser irradiation with 6 J increased cell proliferation. In addition, irradiation 
with 6 J once a week promoted calcification after three weeks, and gene expression related to 
differentiation was changed. Comprehensive gene expression analysis by RNA-seq at 6 hours after 
irradiation with 3, 6, and 8 J identified three common differentially expressed genes. Our results 
suggested that the application of light energy may be able to regulate the proliferation and 
differentiation of MSCs.

研究分野：口腔科学

キーワード： 歯周病　photobiomodulation　MSC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MSCへのEr:YAGレーザーを用いた6, 8J/cm2照射1日後の細胞増殖活性が有意に上昇していた。また細胞傷害性試
験では照射3日後に有意な差は認められなかった。照射後骨分化誘導培地で培養したPDL-MSCの石灰化は、非照射
コントロール群と比較して、照射3週後に3 J/cm2照射群でアリザリン染色では被染色面積が有意に大きくなって
いた。また、6, 8 J/cm2照射群では有意差を認めなかった。これらの3群で共通する発現変動遺伝子を3つ同定し
た。本研究は、光エネルギーによる分化制御の可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 現在一般的に臨床応用されている細胞をリソースとしないサイトカインや成長因子などを応
用した歯周組織再生療法は、再生の範囲に限界がある。再生の適応範囲を広げるため、自己歯根
膜組織由来間葉系幹細胞（PDL-MSC）をシート状に加工してヒトへの移植を実施し、安全性と
有効性を申請者らは確認している（Iwata* et al. Regen Ther. 2018）。PDL-MSC の確保には患
者の抜歯が必要不可欠であり、また、iPS細胞には遺伝子変異のリスクがあることから、免疫拒
絶のない MSCの細胞ソースとして ES 細胞に注目した。申請者らは既に ES細胞から神経堤細
胞（NCC）を介し、MSC（ES 細胞由来 MSC）への分化誘導の系を確立しているが、ES 細胞
由来 MSC と PDL-MSC には遺伝子発現の差異があるため PDL-MSC ほど歯周組織再生に有効
ではない可能性があり、また、NCC から PDL-MSC への分化は遺伝子導入が必要な可能性が高
く、臨床応用へのハードルは高い。一方、レーザーは photobiomodulation などの生物学的効果
を持つことが明らかになっている。すでに MSCにレーザーを照射することによって、照射条件
によって細胞増殖が促進すること、未分化マーカーである OCT4、間葉系幹細胞マーカーである
CD90の発現が上昇すること、骨分化に有利となる Runx2、Osterix の発現上昇および石灰化が
促進することが明らかになっており（Ohsugi, Katagiri＊, Aoki, Iwata＊ et al. Int J Mol Sci. 

(review), 2020）、照射条件によって MSC の分化制御を行える可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ES 細胞由来 MSC と光エネルギーを組み合わせることによって、ES 細胞由来
MSC の中でも歯周組織再生に有利な photobiomodulation 活性型 ES 細胞由来 MSC を確立し、
先進的な治療のエビデンスの構築およびその臨床応用を目指すことを目的とする。また、
photobiomodulation による MSC の増殖、細胞障害、分化への影響を評価する。 

 

３．研究の方法 

 レーザーの照射の強さ・時間・回数によって、異なる効果を及ぼすことが知られているため、
レーザー照射の条件検討を行う。ES 細胞由来 MSC を用いる前段階として、まず、ヒト歯根膜
由来 MSC(PDL-MSC)への影響を評価した。Er:YAG レーザー (DELight, HOYA 社) をエネル
ギー密度 3.3, 6.3, 8.2 J/cm2 (20 Hz, 照射距離 25 cm, 照射時間 60秒) で照射した。照射直後の
細胞表面温度を測定し、照射 1-3 日後の細胞増殖活性をフローサイトメトリー (Attune NxT 

flow cytometer, Thermo Fisher Scientific) と Cell Counting Kit-8アッセイ (CCK-8 [WST-8], 

Dojindo) で観察した。照射後 14, 21, 28, 35日間、骨分化誘導培地 (50 μg/mL アスコルビン酸, 

10 mM β-グリセロリン酸, 10 nM デキサメタゾン添加の 10% FBS 含有MEMα)で培養し、石灰
化した骨芽細胞様細胞を Alizarin red Sでの染色後、その面積を評価、その後 Alizarin red S を
溶解し、吸光度を測定した。PDL-MSCより RNA を抽出し、qPCRおよび RNA-sequencing に
よる網羅解析を行った。 

 

４．研究成果 

Er:YAG レーザー照射によって、照射前 25.8℃であった細胞表面温度は、3, 6, 8 J/cm2の照射
後にそれぞれ 29.1, 34.5, 36.3℃ まで上昇した。その上昇温度はそれぞれ 3.3, 8.7, 10.5℃で、6, 



8 J/cm2ではやや大きな温度上昇が認められた。 

フローサイトメトリーを用いた 3J/cm2照射 1,3 日後の細胞増殖活性に変化は認められなかっ
たが、CCK-8 (WST-8)アッセイによる 6, 8J/cm2照射 1日後の細胞増殖活性では有意に上昇して
いた。また細胞傷害性試験では照射 3 日後に有意な差は認められなかった。 

照射後骨分化誘導培地で培養したPDL-MSCの石灰化は、非照射コントロール群と比較して、
照射 3 週後に 3 J/cm2 照射群でアリザリン染色では被染色面積が有意に大きくなっていた。ま
た、6, 8 J/cm2照射群では有意差を認めなかった。 

照射 6 時間後に 6,8 J/cm2照射群において複数の遺伝子発現が有意に上昇した。3 J/cm2の照
射によって 21 日後の石灰化が有意に促進し、6,8 J/cm2の照射 6 時間後に複数の遺伝子発現が
有意に上昇していたことから、非照射群と 3, 6, 8 J/cm2照射群の 6時間後の遺伝子発現を RNA-

sequencing 解析で網羅的に解析した。q値が 0.1未満かつ|FC|が 1.5以上に該当する発現変動
遺伝子が、3,6,8 J/cm2照射群でそれぞれ 45, 111, 155 個存在した。これらの 3 群で共通する発
現変動遺伝子を 3 つ同定した。 

Hallmark gene sets を用いた Gene Set Enrichment Analysisでは全ての照射群において、
照射 6時間後に炎症に関連する遺伝子群の発現が亢進した。また 6,8 J/cm2照射群では免疫系の
補体に関連する遺伝子群の発現が亢進した。 

 今後これらの働きを確認し、光エネルギーによる分化制御のメカニズム解明を進めていく。 
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Porphyromonas gingivalis impairs glucose uptake in skeletal muscle associated with altering gut microbiota.

結紮誘導歯周炎モデルマウスにおける半導体レーザー照射による歯周 炎抑制効果.

Porphyromonas gingivalis administration induces obesity, modifies gene expression in the liver and brown adipose tissue in
pregnant mice, and causes underweight in fetuses

近赤外線光 線療法の薬剤関連性顎骨壊死への応用と分子機構の解明
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口腔内細菌叢破綻による糖・脂質代謝への影響

Novel bone regenerative therapy: sequential microarray analysis of Er:YAG Laser-ablated bone tissue and the modification of
gene expression in osteocytes and osteoblasts

古代人の歯石DNA を用いた江戸時代と現代の 網羅的口腔内細菌叢解析.

結紮誘導歯周炎モデルマウスにおける半導体レーザー照射による歯周 炎抑制効果
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Photobiomodulatory suppressive effect of a 910-nm diode laser on periodontal disease progression in mice

Low-level Er:YAG laser irradiation induced alteration of gene expression in rat calvarial osteogenic cells

Sequential microarray analysis of Er:YAG laser ablated bone tissue

ラット頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞様細胞および骨細胞様細胞に対するEr:YAGレーザーの効果
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Er：YAGレーザー蒸散による骨組織への影響～バー切削との比較～

歯周病原細菌感染による糖・脂質代謝への影響

結紮誘導歯周炎モデルマウスを用いた ダイオードレーザー照射による歯周炎抑制効果

Periodontitis-induced endotoxemia, metabolic syndrome and microbiome alteration
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The effect of oral dysbiosis on glucose/lipid metabolism
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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