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研究成果の概要（和文）： 
膜透過性低分子化合物 HLI98 と HLI373 を用いて、セルサイクル調節因子 p53 の歯周組織構成細

胞の分化に対する効果を検討した。これらの化合物は p53 の発現を誘導したが、p53 の誘導に

は化合物を高濃度で添加する必要があるため、長期間培養により細胞死を誘導した。そこで、

p53 の分解抑制化合物 Bortezomib を低濃度用いて p53 を誘導したところ、細胞死を誘導せず、

歯周組織構成細胞の一つである歯根膜細胞の石灰化を誘導した。以上の結果から、p53 の誘導

により、歯根膜細胞の分化誘導が促進されることが見いだされた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we investigated the effect of p53 on differentiation of periodontal 

ligament tissue using the small molecule compounds HLI98 and HLI373. HLI98 and HLI373 

increased the expression of p53 in osteoblast. However, these compounds enhanced cell 

death when we performed long-term cell culture because of the toxicity of these compounds. 

Therefore, we utilized Bortezomib which inhibits degradation of p53 and stabilizes p53 

expression. Bortezomib clearly induced p53 expression and calcification of periodontal 

ligament cell line MPDL-22. These data indicate that p53 enhances differentiation of 

periodontal ligament cell. 

 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2011 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 

キーワード：骨代謝、p53、低分子化合物、再生医学 

機関番号：１４４０１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2010 ～ 2011  

課題番号：22792082 

研究課題名（和文）セルサイクル調整因子 p53 制御による歯周組織再生：膜透過性低分子化合

物の利用                      

研究課題名（英文）Effect of p53 on regeneration of periodontal tissue: Using small 

molecule compounds 

研究代表者 

北垣 次郎太（Jirouta Kitagaki） 

大阪大学・歯学部附属病院・特任助教 

研究者番号：90570292 



 
１．研究開始当初の背景 
歯周病の進行により喪失された歯周組織

を元通りに再生させることは、歯周治療学に
おける理想的目的の一つであり、これまで数
多くの歯周組織再生療法が提案されている。
しかしながら、骨・セメント質等の硬組織形
成を制御する分子機構は未だ十分に解明さ
れているとは言いがたく、そのような詳細な
分子機構を人為的に制御することにより、歯
周組織の再生効率を高める取り組みは、有効
かつ安全な新規歯周組織再生医療を開発す
る上で、極めて重要な研究課題として残され
ている。 

近年、p73、cyclin、p53 といったセルサイ
クル調節因子が、細胞周期を調節することに
より細胞の恒常性を司ることが明らかとな
った。その中でも、p53 が骨代謝に影響を及
ぼす可能性が、ノックアウトマウスを用いた
in vivo 実験により示唆され(Wang et al. J 
Cell Biol. 2005)、p53 が骨代謝において重
要な役割を演じていることが推測されるよ
うになったが、その詳細なメカニズムは十分
に検討されていない。 

そこで本研究では、p53 の歯周組織構成細
胞の分化に対する効果を、膜透過性低分子化
合物を用いて解明することを着想した。 

 
２．研究の目的 
本研究においては、p53 のタンパク量を調

節する膜透過性低分子化合物を用いて、p53
の歯周組織への関わりを解析する。すなわち、
p53 の歯周組織構成細胞の一つである歯根膜
細胞の増殖・分化に対する制御機構を in 
vitro で解析する。 
 
３．研究の方法 
 実験には、本研究室にて樹立されたマウス
歯根膜由来の細胞株（MPDL-22）を供した。
膜透過性低分子化合物としては HLI98、
HLI373、Bortezomib を実験に供した。まず、
MPDL-22 にこれらの化合物を添加し、p53 の
発現量の変化をウエスタンブロット法にて
検討した。MPDL-22 の分化に対するこれらの
化合物の効果を検討するために、MPDL-22 を
石灰化誘導培地（αMEM 培地にβグリセロリ
ン酸 5mMとアスコルビン酸 50mg/mlを添加）
にて長期培養し、アルカリフォスファターゼ
（ALP）活性の検討を行うと同時に、アリザ
リンレッド染色を用いた石灰化ノジュール
形成の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 歯根膜細胞（MPDL-22）に膜透過性低分子
化合物を添加し、8 時間培養後、p53 の発現
をウエスタンブロット法に検討した。その結
果、HLI98、HLI373、Bortezomib は MPDL-22

における p53 の発現を増加させた（図 1）。 

（図 1 膜透過性低分子化合物の MPDL-22 に
おける p53 の発現への効果） 
 
次に、これらの化合物の細胞増殖に対する

役割を検討した。MPDL-22 に 2 日おきに低分
子化合物を添加し、長期培養を行ったところ、
HLI98 と HLI373 添加群では、p53 の誘導に高
濃度の化合物が必要なことから、細胞死が誘
導された。一方で Bortezomib 添加群では、
p53 の誘導は比較的低濃度で可能なことから、
細胞死は誘導されなかった（図には示さな
い）。以上のことから、以下の実験からは、
膜透過性低分子化合物として Bortezomib を
用いた。 
 
歯根膜細胞を石灰化誘導培地を用いて長

期培養すると、約 7日目で ALP 活性が上昇し、
約 14 日目で石灰化ノジュールの形成が認め
られることが知られている。そこで、
BortezomibのALP活性誘導能および石灰化ノ
ジュール形成能を、それぞれ ALP 染色、アリ
ザリンレッド染色を用いて検討した。
Bortezomib添加後7日後に細胞を播種し、ALP
染色を行ったところ、Bortezomib は ALP 活性
を上昇させなかった（図 2）。またリアルタイ
ム PCR にて、Bortezomib は ALP の mRNA 発現
を上昇させないことを確認した（図には示さ
ない）。 

 
（図 2 Bortezomib の ALP 活性に対する効果、
Bzb: Bortezomib、BMP-2（50ng/ml）を陽性
コントロールとして用いた） 
 



しかしながら興味深いことに、添加後 14
日目の細胞を播種し、アリザリンレッド染色
を行ったところ、Bortezomib 添加群では著明
にアリザリンレッド陽性を呈し、石灰化ノジ
ュールが形成されていることが明らかとな
った（図 3）。 

 
（図 3 Bortezomibの石灰化のジュール形成
に対する影響、Bzb: Bortezomib、 BMP-2
（50ng/ml）を陽性コントロールとして用い
た） 
 
 以上の結果より、Bortezomib は歯根膜細胞
の ALP 活性を上昇させなかったが、石灰化ノ
ジュール形成を促進させることが明らかと
なった。また同様の知見が、骨芽細胞株
C3H10T1/2 を用いた実験において既に報告さ
れており（Qiang YW et al. Blood, 2009）、
Bortezomibが歯根膜細胞においてもALP活性
の上昇は誘導させないものの、石灰化物を沈
着させ、その分化を促進させることが示され
た。 
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