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研究成果の概要（和文）：組織再生に関与するのは幹細胞である。歯周組織、とくに歯根膜にも幹細胞の存在が言われ
ている。今回、歯根膜幹細胞を抽出し、新規骨形成剤である合成ペプチドを培養歯根膜幹細胞に添加して、その細胞の
機能変化と遺伝子発現を検討した。その結果、細胞増殖能および石灰化物の形成が増加し、骨芽細胞マーカー発現が増
強した。また、leucine-rich repeat-containing protein (LRR)の遺伝子発現が最も顕著であったので、合成ペプチド
は歯根膜幹細胞を骨芽細胞へ分化させる可能能を持っていることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Cells related to tissue regeneration are known as stem cells. In the periodontal 
tissue, especially periodontal ligament stem cells seem to be present. Isolated human periodontal 
ligament stem cells (HPLSCs) were cultured with a bone-forming agent, a novel synthetic peptide, and 
examined for cell function and gene expression. The cells showed increased cellular proliferative 
potential, calcification potential, and expression of osteoblast markers. In addition, gene expression of 
leucine-rich repeat-containing (LRR) protein was most prominent. As the LRR gene is strongly expressed in 
osteoblasts, the novel synthetic peptide indicates an osteoblastic differentiation potential of HPLSCs.

研究分野： 口腔病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
エムドゲインは、生物由来物質のため、

種々な問題を含んでいる。したがって、エム
ドゲインに代わる更に優れた物質の開発が
望まれる。我々は旧タイプのエムドゲイン

をラット背部皮下に接種してエオジン好性の
円形小体を得た。この円形小体を回収し、
SDS-PAGE にかけると、エムドゲイン の場合
には現れない約 40 kDa のバンドが得られた。
このバンドをトリプシン処理し、複数の断片
にしたもののうち、分子量 1,010 のフラグメ
ントを MALDI-TOF-MS法によって解析し、7 種
のアミノ酸シークエンスである WYQNML(I)R
を得た。これらのシークエンスはデータベー
ス検索で、ウシのアメロゲニンⅡ前駆物質
（WYQNMLR）、アメロゲニンロイシン優位アメ
ロゲニンポリペプチド(LRAP)、およびブタの
アメロゲニン前駆物質（WYQNMIR）であった（J 
Periodontol 2005; 76: 1934-1941)。これを
元にペプチドを合成し、ラット背部皮下に徐
放性効果のある基材とともに埋入し、その物
質の消長を病理組織学的に明らかにした。そ
の結果、15 mg/mL 濃度では、14日後に骨・軟
骨・軟骨内骨化を伴った硬組織がみられた
（Oral Sci Inter 2010; 7: 26-33）。これを
新規骨形成剤ペプチドとして特許出願し、特
許（第 5179815、平成 25 年 1 月 18 日登録）
を取得した。このペプチドを市販の培養ヒト
歯根膜線維芽細胞に添加すると 3 日後では 1
日後に比較して BMPR1A 遺伝子が約 34 倍に、
そして SPARC（オステオネクチン）遺伝子は
1.55倍に増加したが、FGFRL1 遺伝子 は 1/25
に減少した（J Osaka Dent Univ 2009; 43: 
111-117）。また、ラットに形成した人工的歯
周組織欠損部にこのペプチドを適用すると象
牙質表面にセメント質様硬組織が形成された
（Oral Med Pathol 2012; 16: 75-80）。した
がって、培養ヒト歯根膜幹細胞（HPLSCs）に
添加し、その際の遺伝子発現を明らかにする
ことによって HPLSCs の機能発現が解明でき、
より直接的な歯周組織再生因子の開発が期待
できる。 
 
２．研究の目的 
 各臓器組織には幹細胞が存在し、その細胞
によって組織・臓器の再生、恒常性が維持さ
れている。歯周組織においても、とくに歯根
膜にも幹細胞の存在が明らかにされ、歯根膜
の維持に関与していることが言われている。
HPLSCsに対する新規骨形成剤ペプチドの作用
を明らかにし、HPLSCsの遺伝子発現を検索し、
さらに有効な歯周組織再生に関与する因子を
見出すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) HPLSCs の分離と機能発現 
①細胞の樹立、分離培養 
医の倫理委員会の承認を得て、抜去したヒ

ト埋伏智歯の歯根膜組織を採取し、酵素処理
後に、セルストレーナーと呼ばれる篩にかけ

て一個一個の細胞に単離して培養し、幹細胞
マーカーによって免疫組織化学的に HPLSCs
の同定を行った。 
 

②HPLSCsに対する新規骨形成剤ペプチドの影
響 
HPLSCs の継代 3～5 代の細胞に新規骨形成

剤ペプチドを添加して培養した。硬組織形成
能はアルカリフォスファターゼ（ALP）活性、
オステオカルシン産生、オステオネクチン
mRNA発現、カルシウム沈着を測定することに
よって検討した。培養 HPLSCs を 24 ウェルプ
レートに播種し、細胞がコンフルエントにな
ったのち、1、10，100 ng/mL に調整した新規
骨形成剤ペプチドを含む培地と交換して 1、3、
7 日後に細胞を回収して、細胞の ALP 活性は
吸光度によって、DNA 量は dsDNA アッセイキ
ットによってそれぞれ測定した。最も高い ALP
活性および DNA 量を示した新規骨形成剤ペプ
チドの濃度を以後の研究に用いた。 
 

(2)間葉系幹細胞に対する新規骨形成剤ペプ
チドの影響 
間葉系幹細胞についても(1)②と同様に ALP

活性、オステオカルシン産生、オステオネク
チン発現、カルシウム沈着を測定するために
培養し、新規骨形成剤ペプチドを添加して検
討した。 
 
(3)HPLSCs に対する新規骨形成剤ペプチドと
既製のエナメルマトリックスデリバティブと
の比較 
 HPLSCsに対する新規骨形成剤ペプチドと既
製のエナメルマトリックスデリバティブの影
響を調べるためにオステオカルシンの産生量
について Gla タイプ・オステオカルシン EIA
キットを用い ELISA 法によって検討した。一
方、遺伝子発現については培養 2, 3 週後に細
胞を回収し QIAcubeおよび RNeasy Mini キッ
トを用いて total RNA を抽出し、各 RNA から
SuperScript VILO 合成キットを用いて逆転
写を行い、cDNA を作製し、Real Time PCR 法
によって解析した。 
 
(4)新規骨形成剤ペプチド刺激の培養 HPLSCs
の遺伝子発現 
HPLSCsは、通常の培地で培養したもの、骨

芽細胞用培地で培養したもの、および骨芽細
胞用培地での培養に新規骨形成剤ペプチドを
添加したものの 3 種類とした。これらの培養
HPLSCs を回収し、PBS で洗浄して市販キット
を用いて total RNA を抽出し、total RNA か
ら cDNA そして dsDNA を合成し、次いで cRNA
へ転写し、網羅的遺伝子解析であるマイクロ
アレイ解析を行った。 
 
(5)細胞シート 
－80℃で冷凍保存の HPLSCs を起眠させ、細

胞シート回収用温度応答性細胞培養器材であ
る 12穴マルチウェルの UpCellに細胞を播種



し通常の培養環境下で培養し、完全にコンフ
ルエントになるように培養を行った。次いで、
細 胞 シ ー ト 回 収 用 支 持 体 で あ る
CellShifterTM 1 枚を培養細胞上に静置して室
温に戻るまで放置し、細胞がプレートから剥
離するまでそのままの状態に維持した。培養
細胞が CellShifterTM に移行したのちに、
CellShifterTMを培養液で満たしたシャーレに
移した。これを１枚の CellShifterTMにつき 6
回繰り返し、 6 層の細胞を張り付けた
CellShifterTMを 2枚用意し、細胞どうしが向
き合うように密着させた。これを 4％ホルマ
リンで固定して 20%スクロースに浸漬し、－
80℃で凍結して凍結切片を作製し DAPI で染
色してオールインワン蛍光顕微鏡で観察した。 
 
(6)その他、研究で用いた培養 HPLSCs の応用 

HPLSCsを用いて歯周病における歯周組織再
生に影響する因子である歯周病原細菌および
糖尿病の側面から高血糖状態についても検討
を行った。 

 
４．研究成果 
(1)HPLSCs に対する新規骨形成剤ペプチドの
効果 
分離培養した HPLSCs は免疫組織化学的に

ビメンチンおよび STRO-1に陽性で、サイトケ
ラチンに陰性であった。新規骨形成剤ペプチ
ドとともに骨芽細胞用培地で培養した HPLSCs
には多量の石灰化物の形成および ALP 活性の
増強がみられた。また、培養の初期にはオス
テオネクチン産生が、そして後期にオステオ
カルシン産生が増強した。以上のことから、
新規骨形成剤ペプチドは HPLSCs を骨芽細胞
の特徴を示す細胞へ分化誘導させたので、歯
周組織再生の有力な材料となり得ることが示
唆される（Kato H et al. 2013,  
doi: 10.1902/jop.2012.120469.）。 

 
(2)ヒト間葉系細胞に対する新規骨形成剤ペ
プチドの効果 
市販の培養ヒト間葉系幹細胞に新規骨形成

剤ペプチドを添加すると、ALP 活性、コラー
ゲンタイプＩC-ペプチド形成およびオステオ
カルシンの産生を増強し、それらの産生は細
胞外シグナル関連キナーゼを阻害することに
よって低下したことから、間葉系幹細胞にお
いても新規骨形成剤ペプチドは骨芽細胞への
分化を促進し、それは細胞外シグナルキナー
ゼ を 介 し て 起 こ る こ と が 示 唆 さ れ る
（Katayama N, et al. 2014, 

doi:10.3390/ijms150814026.）。 
 
(3) HPLSCs に対する新規骨形成剤ペプチドと 
既製のエナメルマトリックスデリバティブ 
との比較 

HPLSCsに対するオステオカルシンと血小板
由来成長因子βは、Real Time PCR 法による
解析では、培養 2、3週ともに増加したが、オ
ステオカルシンの産生量については培養 3 週

後には新規骨形成剤ペプチドよりも既製エナ
メルマトリックスデリバティブのほうが有意
に増加した（田幡 元、他 日本歯科保存学雑
誌 2014; 57: 130-136）。 
 

(4)新規骨形成剤ペプチド刺激による HPLSCs
の遺伝子発現 
 Leucine-rich repeat-containing protein 
(LRR) の遺伝子発現が 35 倍増強していた。
LRR 遺伝子は骨芽細胞に強く発現する遺伝子
であるので、新規骨形成剤ペプチドは、HPLSCs
を骨芽細胞へと分化誘導する可能性をもつこ
とが示唆される。その他の遺伝子では、PIP、
SAA1、FKBP5、GPM6B、IGF2、CPM、RASL11B、
XPNPEP3、STK31、MT1X、ANGPTL4、LEP、RERG、
DPT、BMP 6 precursor が増強し、thymosin-
βも若干増強した。骨芽細胞に発現するとい
われている LRR およびエナメルタンパクの発
現に係る thymosin-β発現の増強が新規骨形
成剤ペプチド刺激でみられたことから、本ペ
プチドの作用を分子レベルで解明できつつあ
る（富永和也、他 2015、田中昭男、他 2016 ）。 
 
(5)細胞シート 
－80℃で冷凍保存の HPLSCs を起眠させ、細

胞シート回収用温度応答性細胞培養器材であ
る 12穴マルチウェルの UpCellに細胞を播種
して通常の培養環境下で、完全にコンフルエ
ントになるように培養を行った。培養 14 日の
単一細胞（図 1-1）と細胞シート（図 1-2）で
は明らかに細胞密集度が異なっていた。単一
細胞では、細胞密度はまばらであったが、細
胞シートでは細胞密度は高く、細胞間の隙間
はみられなかった。1枚の CellShifterTMにつ
き 6層程度の細胞を張り付けた CellShifterTM

を 2 枚用意し、細胞どうしが向き合うように
密着させ、凍結切片を作製し、DAPIで染色し
てオールインワン蛍光顕微鏡で観察し、数層
の細胞の存在を確認した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1-1 歯根膜幹細胞の単一細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1-2 歯根膜幹細胞の細胞シート 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 歯根膜幹細胞の積層断面像 

 
(6)その他 HPLSCsを用いた成果 
①HPLSCs に Porphyromonas gingivalis リポ
ポリサッカライドを作用させ、HPLSCsの骨芽
細胞分化に及ぼす影響を検討した結果、ALP
活性およびコラーゲンタイプＩα1 活性の低
下を引き起こし、炎症性サイトカインである
IL-1β、IL-6、および IL-8の産生を惹起した。
したがって、炎症が助長されることから歯周
病において HPLSCs の骨芽細胞への分化を阻
害することが考えられ、歯周病原細菌が歯周
組織再生に対して悪影響を与える科学的根拠
が得られた（Kato H et al. 2014,  
doi: 10.1016/j.archoralbio.2013.11.008.）。 
 
②糖尿病は歯周病の大きな危険因子であり、
種々な細胞機能に影響を与える。とくに
HPLSCsに対しては高血糖状態では細胞増殖お
よび骨芽細胞への分化を抑制したが、NF-κB
および IL-6 と IL-8 の発現を誘導した。NF-
κBの阻害剤を HPLSCsの培養液に添加すると
IL-6の発現が抑制されたことから、糖尿病を
併発している歯周病患者では HPLSCs の増殖
および骨芽細胞への分化が抑制され、それが
NF-κB経路を介することが示唆される 
（Kato H et al. 2016,  
doi: 10.1902/jop.2015.150474.）。 
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