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研究成果の概要（和文）：歯根膜細胞をテプレノンにて刺激したところ、血管新生作用のあるangptl4と上皮細
胞成長因子ファミリーの一つであるアンフィレグリンの分泌が確認された。さらに、テプレノン単体刺激群と比
較してテプレノン+アメロジェニン複合刺激群において、血管新生誘導因子であるIL-8、MCP-1、IL-6の産生が確
認され、その分泌亢進によりヒト臍帯静脈内皮細胞の管腔形成が誘導された。つまり、テプレノンとアメロジェ
ニンの複合刺激は歯根膜遊走を強力に促進し、さらに創傷治癒・血管新生を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：When periodontal ligament cells were stimulated with teprenone, the 
secretion of angptl4 which has angiogenic activity, and amphiregulin which is a member of the 
epidermal growth factor family was confirmed. In addition, the production of IL-8, MCP-1, and IL-6, 
which are angiogenesis-inducing factors, was confirmed in the teprenone + amelogenin combination 
stimulation group compared with the teprenone single stimulation group. tube formation was induced. 
In other words, it was suggested that combined stimulation of teprenone and amelogenin strongly 
promotes periodontal ligament migration, and further induces wound healing and angiogenesis.

研究分野： 歯周病学分野
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりテプレノン・アメロジェニンによる組織再生のメカニズムが証明されることで、安価かつ安全な歯
周組織再生薬によって医療福祉政策に大きく貢献する。さらに、血管新生薬や治癒促進剤等として医科領域まで
適応範囲を拡げることができれば、医療費の抑制にも繋がる。実際に、アメロジェニンは褥瘡性潰瘍治療薬
(Xelma)として既に用いられているが、テプレノンによる増強作用が証明されれば、これにとって代わる難治性
潰瘍治療薬となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
先行研究でアメロジェニン（rM180）が熱ショック蛋白質である glucose-related protein 78 （GRP78）
と直接結合することを発見し、GRP78 を強発現させた歯根膜細胞株を rM180 で刺激すると細胞
遊走が著しく亢進することを報告した。一方、ゲラニルゲラニルアセトン（GGA）は熱ショック
蛋白質を誘導する胃粘膜保護薬である。本研究では、GGA による GRP78 の強発現とアメロジェ
ニンが歯根膜機能に相乗的に作用すると考え、ヒト初代培養歯根膜細胞（hPDLCs）を用いてこ
れら複合刺激が歯周組織再生に応用可能かを検討した。 
GRP78 は Hsp70 ファミリーの一種のタンパク質で小胞体ストレス応答に関連することが判明し
ている。一方、ゲラニルゲラニルアセトンとはテプレノンという名で知られている。これは非常
に安全性の高い薬剤であり、胃炎や胃潰瘍の治療にすでに幅広く使用されている。 
過去の報告より、ゲラニルゲラニルアセトン以下 GGA は、胃粘膜細胞における HSP70 のＣ末端
に直接結合することにより、胃粘膜細胞における HSP70 のシャペロン活性を不活性化し、これ
に応答して、ヒートショック転写因子-１が細胞内で亢進され、HSP70 の活性を誘導させること
が報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゲラニルゲラニルアセトン GGA、いわゆるテプレノンが GRP78 を誘導する薬剤で
あることに着目した。この GRP78 の誘導が歯根膜に好影響を与えると考え、GGA 単体または
GGA とアメロジェニンの組み合わせが細胞移動、細胞増殖、創傷治癒などに相乗効果を発揮す
るのではないかと仮説を立て、プライマリーの歯根膜細胞を用いた in vitro の系でその可能性を
検証した。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト歯根膜細胞において、200μM の GGA 刺激による Grp78 の発現の時間経過を調べた。リア

ルタイム PCR 法での結果、GRP78 遺伝子の発現は 15 時間後に最も強く誘導されたため、GRP78
タンパク質の発現時間経過をウエスタンブロット法にて検討した。GGA 刺激後 18 時間以降で
Grp78 タンパク質の発現が強く誘導された。 

GGA 刺激の 18 時間後に GRP78 タンパク質の発現が確認されたことを踏まえ、この時点で培
地を交換し、PBS で細胞を洗浄した後、アメロジェニン刺激を開始した。同様に、他の処理群に
おいても、各刺激の 18 時間後に培地を交換し、それぞれの単独処理群に各々刺激を添加して、
条件を統一し、その後細胞機能を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
初めに、各刺激群における細胞増殖活性を WST-8 アッセイで測定した。その結果、両群間に

増殖能の有意差は認められなかった。 
次に、各刺激群で歯根膜細胞の骨形成能をリアルタイム PCR にて調べた。その結果、骨シア

ロタンパクやオステオカルシンの遺伝子発現には変化は認められなかったが、GGA 処理群では、
1 型コラーゲン、アルカリホスファターゼ、またこれらの上流に当たる転写因子である、Runx2
遺伝子の発現が対照群と比較して有意に低下することが明らかになった。また歯根膜細胞を 21
日間培養したアリザリン染色による結果もこれらの現象と沿うようにGGA刺激関連群で石灰化
結節を抑制していることが明らかになった。 

GGA 単独で刺激した細胞では、刺激していない細胞群と比較して有意に遊走能が亢進した。
さらに、刺激後 36 時間後に GGA+アメロジェニンで刺激した細胞では、GGA 単独で刺激した
細胞と比較して、より遊走能が確認されました。GGA とアメロジェニンが細胞遊走において相
乗的な効果を示したことが示唆された。 
次に、これまでに観察された現象に関わる遺伝子、GGA を加えた際に GRP78 以外で発現が上

昇する遺伝子群を特定するために、マイクロアレイ解析を行なった。18 種類の遺伝子が抽出さ
れ、そのうち Angptl4 とアンフィレグリンの 2 つの遺伝子に着目した。Angptl4 は血管新生や創
傷治癒に関与していると報告されている。アンフィレグリンは内皮成長因子受容体リガンドで
あるサイトカインであり、血管新生を刺激し、組織修復に関与していると言われている。 

GGA 刺激で遺伝子高発現であったこの 2 つの分子が実際にタンパク質レベルで発現をするの
かを確認した結果、angptl4 は GRP78 が強発現する 18 時間の時点で GGA 刺激によってタンパク



質発現の増強が認められた。一方、アンフィレグリンも同様に無刺激群と比べて GGA 刺激群で
産生の増強が確認できた。次に GRP78 との関連を検討するにあたり、GRP78 強発現ベクターと
GRP78RNA 干渉によるトランスフェクションでのタンパク質発現の増減を確認した。ポジティ
ブコントロール、ネガティブコントロールいずれも問題がないことを確認した上で、これらの遺
伝子群の発現と GRP78 との関連を調べた。過剰発現された Grp78 発現により、Angptl4 および
アンフィレグリンの発現量を増加させた。反対に、Grp78 のノックダウンでは Angptl4 とアンフ
ィレグリンの両方の発現を有意に抑制した。以上のことから、GGA 刺激による GRP78 の高発現
が起点となり、angptl4 とアンフィレグリンの産生を増加させる可能性が示された。 
過去の文献より Angptl4 や areg を発現させる因子には以下のような報告がある。Angptl4 は低

酸素環境下により更新するとされている PPAR ピーパーや HIF1a などにより誘導されるといわ
れている。またアンフィレグリンはやプロテインキナーゼ a、CREB のリン酸化より誘導される
という報告もある。そこでまた、Angptl4 の発現誘導には、低酸素誘導因子 1α（HIF-1α）と PPAR
の活性を介している可能性が過去に報告されている。HIF-1α と PPARδ は共に Angptl4 を活性化
し、血管新生に関与しているとされている。そこで、GGA によって発現誘導された HIF-1α と
PPAR 高発現が GRP78 によって媒介されているかどうかを調べるために、再び Grp78 強発現プ
ラスミドおよび GRP78siRNA を用いた。GRP78 を抑制すると、GGA によって誘導された HIF-
1αおよび PPARδの発現が減少したのに対し、Grp78 の過剰発現は hPDLC において GGA 刺激な
しで HIF-1α および PPARδ を強く促進した。一方でアンフィレグリンの産生は、CREB と PKA
のリン酸化によって活性化されることが報告されている。先ほどの結果と同様に、CREB と PKA
のリン酸化は Grp78 強発現プラスミドを導入した細胞では増加し、GRP78siRNA を導入した細
胞では減少していることが判明した。 
まとめると、GGA 刺激による Grp78 の高発現は、HIF-1α や PPARδ の活性化、CREB や PKA

のリン酸化を介して Angptl4 や Areg の産生を誘導することが明らかになった。 
次に GGA のみで刺激した群と GGA+rM180 で刺激した群での hPDLC の上昇発現遺伝子を比

較するために、再びマイクロアレイ解析を行なった。その結果、22 種類の遺伝子が抽出され、
血管新生活性を示すことで知られるサイトカイン IL-8、MCP-1、IL-6 に着目した。タンパク分泌
能を ELISA にて検証したところ、アメロジェニン刺激後 30～42 時間では、アメロジェニン単独
刺激でもサイトカインの分泌の亢進を認めたが、GGA+アメロジェニン複合刺激群でさらなる分
泌亢進を認めた。 
さらに、これまでに確認された因子が実際に管腔形成に関わるかを検討した。GGA または

rM180、GGA+アメロジェニン刺激下で培養した歯根膜細胞の培養上清は GGA+アメロジェニン
群で最も顕著に HUVEC の管腔形成能を促進させた。ケモカインが管腔形成にどの程度関わっ
ているかを検証するため、培養上清にアンフィレグリン、IL-8、MCP-1、IL-6 に対する中和抗体
を添加したところ、血管新生は完全ではないが有意に抑制された。 
つまり、GGA、アメロジェニン、GGA+アメロジェニン刺激で産生されたサイトカインによっ

て、血管新生が部分的に誘導されることを示唆している。 
以上のことから、以下の結果が導き出された。 

1. ヒト歯根膜細胞において GGA 刺激後 15 時間で GRP78 の遺伝子発現が、また 18 時間で
タンパク質発現が最も強く誘導された。 

2. GGA 刺激は歯根膜細胞の増殖能に影響を与えないが、骨分化能を抑制させた。一方で、
細胞遊走能は有意に促進され、GGA+rM180 刺激ではさらに増強された。 

3. GGA 刺激による GRP78 の強発現が起点となり HIF-1α や PPARδ の発現の亢進により
Angptl4 の発現が、また、PKA と CREB のリン酸化の亢進によりアンフィレグリンの産
生が促進された。 

4. GGA 刺激後にアメロジェニンを追加すると、IL-8、MCP-1 および IL-6 の産生が誘導さ
れ、それらサイトカインの分泌亢進によると考えられるヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
の管腔形成が誘導された。 

本研究では、まず GGA が GRP78 タンパク質の発現を増加させ、細胞の遊走を促進すること
を明らかにした。マイクロア
レイ解析の結果、GGA による
GRP78 発現が起点となり、血
管新生や創傷治癒に関与する 
angptl4 とアンフィレグリン
の産生が HIF1a や PPAR の発
現、CREB や PKA のリン酸化
を介して促進することが明ら
かになった。さらに、アメロ
ジェニンは、GRP78 と会合す
ることにより、hPDLCs 細胞遊
走能をさらに亢進させた。ま
た GRP78 とアメロジェニン
との結合は、血管新生誘導因
子として知られている IL-8、



MCP-1、IL-6 の産生を促進させ、HUVEC の管腔形成を促進させた。 
今回の in vitro の結果から、ヒト歯根膜において GGA は GRP78 の発現を増強し、細胞遊走を

亢進させることが示唆された。また、GGA 刺激による GRP78 の強発現が起点となり angptl4 や
アンフィレグリンの産生が促進されることを見出しました。さらに、アメロジェニンが添加され
ると歯根膜の遊走がさらに活性化を増すのと同時に IL-8 や IL-6、MCP-1 による強力な血管新生
が誘導される可能性が示唆された。 
臨床応用に向けて、GGA とアメロジェニンの複合刺激は創傷治癒に適した環境を創出する可

能性があることから、新しい歯周組織再生療法の開発に対して一助を担うことが期待される（図
参照）。 
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