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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、タンパク修飾システムの一つであるスモ化システムの歯周組織再生への役割
を解明することを目的としている。スモ化システムと他のタンパク修飾システムとのクロストークを検討したところ、
スモ化システムとユビキチン化システムがクロストークすることを見出した。そこで次に、ユビキチン化システムの歯
周組織再生への役割を検討したところ、ユビキチン化システム阻害剤ボルテゾミブは、Wntシグナルを介して歯根膜細
胞の石灰化誘導を促進させること、BMP-2誘導性の歯根膜細胞の石灰化誘導を相乗的に促進させることを明らかにした
。以上のことから、ボルテゾミブは、歯周組織再生に有効な化合物であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to identify the effects of sumoylation, which is one 
of the protein modification systems, on periodontal regeneration therapy. We identified the crosstalk 
between sumoylation and other protein modification systems ubiquitination. Therefore, we analyzed the 
role of ubiquitination on cytodifferentiation and mineralization of periodontal ligament cells. 
Bortezomib, one of the proteasome inhibitors, clearly induced the cytodifferentiation and mineralization 
of periodontal ligament cells through induction of Wnt signaling. Moreover, bortezomib enhanced the 
BMP-2-induced cytodifferentiation and mineralization of periodontal ligament cells. These data indicates 
that bortezomib might be an useful compound for periodontal regeneration therapy.

研究分野： 歯周再生医学
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１．研究開始当初の背景 
 
歯周病の進行に伴い失われた歯周組織を

元の形態に回復させることは、歯周治療学に
おける最終目標の一つである。そのため、有
効かつ安全な新規歯周組織再生医療の確立
は、依然として喫緊の重要研究課題として残
されている。 

2000 年のヒトゲノム解読終了後、ゲノム
解読の時代からポストゲノムの時代へと突
入している。その中で、mRNA が翻訳されタ
ンパクが生成される過程で、タンパク質の発
現調節を司る新しい翻訳後修飾システムの
概念が提唱され、ユビキチン化、スモ化、ア
セチル化などの単一アミノ基修飾システム
が、タンパク修飾システムの代表として挙げ
られるようになった。 
その中で、スモ化システムは近年見出され

たタンパク修飾システムの一つである。すな
わち小分子スモが標的タンパクに結合する
ことにより、そのタンパクの機能を調節する
システムである。スモ化システムの機能は、
転写制御、アポトーシス、細胞周期、タンパ
クの細胞内局在ならびに分解の調節などを
司ることが知られている。 
このようにスモ化システムの機能は多岐

にわたるにもかかわらず、スモ化システムの
硬組織・歯周組織代謝への関わりを報告する
ような研究は全くなされていないのが現状
である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、スモ化システムと他のタンパク

修飾システムのクロストークを検討すると
同時に、スモ化システムを中心とした、タン
パク修飾システムの骨代謝ならびに歯周組
織再生における役割を細胞生物学、分子生物
学を軸とした in vitro にて解析することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）スモ化システムと他のタンパク修飾シ
ステムのクロストークの検討 
スモ化システムとタンパク質の翻訳後修

飾システムの一つであるユビキチン化シス
テムとのクロストークを検討することを目
的として、HA-ubiquitinならびにpyo-sumo1
を Lipofectamine 2000 を用いて過剰発現さ
せたヒト子宮頸ガン細胞株 HeLa 細胞に、ス
モ化システム調節遺伝子 Gam1 を共発現さ
せ、HA-ubiquitin ならびに pyo-sumo1 の発
現をウエスタンブロッティングにより検討
した。 
（２）タンパク修飾システムの歯根膜細胞の
増殖・分化に対する効果の検討 
実験には、本研究室で樹立されたマウス歯

根膜細胞株 MPDL22（Yamada S et al., J 
Biol Chem, 2007）、ならびにヒト歯根膜細

胞株 HPDL を供した。スモ化システムとのク
ロストークが認められたユビキチン化シス
テムの歯根膜細胞の増殖・分化に対する効果
を検討するために、ユビキチン化システム阻
害剤ボルテゾミブを用いた。 
歯根膜細胞における、ボルテゾミブの細胞

増殖に対する効果ならびに細胞毒性の検討
には、WST-1 アッセイならびにトリパンブル
ー染色を用いた。ボルテゾミブの歯根膜細胞
におけるタンパク質分解抑制効果を検討す
るために、抗ユビキチン抗体を用いたウエス
タンブロッティングを行った。ボルテゾミブ
の歯根膜細胞の分化に対する効果の検討に
は、歯根膜細胞を石灰化誘導培地（MEM 培
地に、グリセロリン酸 5 mM とアスコルビ
ン酸 50 g/ml を添加）にて長期培養し、ア
ルカリフォスファターゼ（ALPase）、骨関連
タンパク質（BSP、オステオポンチン）、骨
分化の指標となる転写因子（Runx2）の発現
をリアルタイム PCR にて、石灰化ノジュー
ル形成をアリザリンレッド染色にて検討し
た。 
（３）ユビキチン化システムの歯根膜細胞分
化誘導メカニズムの解析 
ボルテゾミブによる Wnt シグナルの制御

機構を検討するために、Wnt シグナル下流因
子-カテニンの発現をウエスタンブロッティ
ングにより検討した。また、Wnt シグナルの
ターゲット遺伝子である BMP-2 の発現をリ
アルタイム PCR により検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）スモ化システムと他のタンパク修飾シ
ステムのクロストークの検討 
 スモ化システムとユビキチン化システム
の ク ロ ス ト ー ク を 検 討 す る た め に 、
pyo-sumo1 ならびに HA-ubiquitin を過剰発
現させた後に、スモ化システム調節遺伝子
Gam1 を共発現させた。その結果、Gam1 遺
伝子は pyo-sumo1 の発現を減少させたのに
対し、Gam1 遺伝子は HA-ubiquitin の発現
を著しく上昇させた。このように、Gam1 遺
伝子によりスモ化を抑制させると、ユビキチ
ン化システムが著しく上昇することから、ス
モ化システムとユビキチン化システムがク
ロストークしていることが明らかとなった。 
 
（２）ユビキチン化システムの歯根膜細胞の
増殖・分化に対する効果の検討 
 スモ化システムとユビキチン化システム
のクロストークが明らかとなったため、次に
ユビキチン化システムの歯根膜細胞の増
殖・分化に対する効果を検討した。MPDL22
にユビキチン化システム阻害剤ボルテゾミ
ブを添加し、ボルテゾミブの細胞増殖に対す
る影響ならびに細胞毒性を WST-1 アッセイ
ならびにトリパンブルー染色により検討し
た。その結果、濃度 10 nM まではボルテゾミ
ブは培養細胞の増殖に影響を及ぼさず、細胞



毒性も認めなかった（図 1-A, B）。 
ボルテゾミブの標的タンパク質の分解抑

制効果について検討したところ、ボルテゾミ
ブは濃度依存的に標的タンパク質を蓄積さ
せた（図 1-C）。以上のことから、ボルテゾミ
ブ 10 nM を至適濃度として、以下の実験を行
うこととした。 

（図 1）歯根膜細胞におけるボルテゾミブの
細胞増殖に対する効果ならびに細胞毒性の
検討 
（A, B）MPDL22 に 1-10 nM のボルテゾミ
ブを添加し、24 時間培養後、ボルテゾミブの
MPDL22 の細胞増殖に対する効果ならびに
細胞毒性を WST-1 アッセイ（A）ならびにト
リパンブルー染色（B）を用いて検討した。 
（C）MPDL22 に 1-10 nM のボルテゾミブ
を添加した。5 日間培養後、ボルテゾミブの
MPDL22 における標的タンパク分解抑制効
果を、抗ユビキチン抗体ならびに抗-アクチ
ン抗体を用いたウエスタンブロッティング
により検討した。（bzb: ボルテゾミブ） 
 
（３）ボルテゾミブの歯根膜細胞分化に対す
る効果の検討 
次に、ボルテゾミブの歯根膜細胞の分化に

対する効果を検討するために、MPDL22 にボ
ルテゾミブを添加し、アルカリフォスファタ
ーゼ（ALPase）、骨関連タンパク質（BSP、
オステオポンチン）、骨分化の指標となる転
写因子（Runx2）の発現をリアルタイム PCR
にて検討した。その結果、ボルテゾミブは

ALPase、BSP、オステオポンチン、Runx2
の発現を上昇させた（図 2-A）。さらに、ボル
テゾミブの歯根膜細胞の分化に対する効果
を確認するために、ヒト歯根膜細胞 HPDL
を用いて同様の実験を行ったところ、ボルテ
ゾミブは HPDL においても BSP とオステオ
ポンチンの発現を上昇させた（図 2-B）。 

ボルテゾミブの歯根膜細胞における石灰
化ノジュール形成能を検討するために、アリ
ザリンレッド染色を行ったところ、ボルテゾ
ミブは濃度依存的に、MPDL22 の石灰化ノジ
ュール形成を促進させることが明らかとな
った（図 3）。以上のことから、ボルテゾミブ
は歯根膜細胞の分化を促進させることが明
らかとなった。 

（図 2）ボルテゾミブの歯根膜細胞の分化に
対する効果の検討 
（A）MPDL22 に 10 nM のボルテゾミブを
添加し、6、11 日間培養後、ボルテゾミブの
ALPase、BSP、オステオポンチン、Runx2
の発現に対する効果を、リアルタイム PCR
を用いて検討した。（*: p<0.05） 
（B）HPDL に 10 nM のボルテゾミブを添加
し、25 日間培養後、ボルテゾミブの BSP、
オステオポンチンの発現に対する効果を、リ
アルタイム PCR を用いて検討した。（*: 
p<0.05） 

（図 3）ボルテゾミブの歯根膜細胞の石灰化



に対する効果の検討 
MPDL22 に 1-10 nM のボルテゾミブを添

加し、7、11、17 日間培養後、ボルテゾミブ
の石灰化ノジュール形成に対する効果をア
リザリンレッド染色により検討した。 
 
（４）ボルテゾミブの歯根膜細胞分化誘導メ
カニズムの検討 
 Wnt シグナルは、骨芽細胞の石灰化調節を
司っていること、さらには Wnt シグナルの
下流因子-カテニンがユビキチン化システム
により分解されることから、ボルテゾミブの
歯根膜細胞の石灰化誘導に Wnt シグナルが
関与していると推測した。そこで、歯根膜細
胞においてボルテゾミブが Wnt シグナルを
調節しているかを検討するために、歯根膜細
胞にボルテゾミブを添加し、-カテニンの発
現を検討した。その結果、ボルテゾミブは核
内ならびに細胞質内の-カテニンの発現を上
昇させた（図 4）。このことから、ボルテゾミ
ブは-カテニンの分解を抑制することにより、
Wnt シグナルを促進させることが示唆され
た。さらに、ボルテゾミブは Wnt シグナル
のターゲット遺伝子で、硬組織形成を促進す
る BMP-2 の発現を上昇させた（図 5）。 
以上のことから、ボルテゾミブは、歯根膜

細胞において、Wnt シグナルを活性化させる
ことに伴い、BMP-2 の発現を誘導させるこ
とが明らかとなった。さらに、ボルテゾミブ
により誘導された BMP-2 が、歯根膜細胞の
分化を促進させることが明らかとなった。こ
れらのことから、ボルテゾミブは歯周組織再
生治療において有効な化合物の一つである
ことが示唆された。 

（図 4）ボルテゾミブの歯根膜細胞の石灰化
誘導メカニズムの解析 

MPDL22 に 10 nM のボルテゾミブを添加
し、5 日間培養後、核内ならびに細胞質内に
おける-カテニンならびに-アクチンの発現
を、抗-カテニン抗体ならびに抗-アクチン
抗体を用いたウエスタンブロッティングに
より検討した。 

（図 5）ボルテゾミブによる BMP-2 誘導能
の検討 
 MPDL22 に 10 nM のボルテゾミブを添加
し、8、15 日後に RNA を回収し、BMP-2 の
発現を、リアルタイム PCR により検討した。
（*: p<0.05） 
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