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研究成果の概要（和文）：　歯周病により喪失した歯根膜をはじめとする歯周組織を完全に再生することは困難
である。そこで、歯根膜に存在する血管内皮前駆細胞（EPC）による血管新生や造血能力を自在に誘導する技術
を樹立することで、革新的な歯周組織再生療法を確立したい。
　歯根膜由来EPCの血管新生や造血能力を制御するキー遺伝子の同定には至っていないが、歯根膜由来EPCによる
血管形成および血球系細胞への分化を強く誘導する新たな培養条件を発見した。また、我々は歯根膜由来EPCが
神経細胞との相互作用によりその血管新生や造血能力を増強する可能性を見出した。この神経―血管ネットワー
クを利用した局所の微小循環改善療法の樹立を目指したい。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is establishment of novel therapy for regeneration of 
periodontal ligament (PDL) by application of the angiogenic and hematopoietic activities of 
PDL-derived cells. 
Here, we found that hypoxic condition strongly promoted angiogenic and hematopoietic activities of 
the PDL-derived endothelial progenitor cells (EPCs) in the three-dimensional culture system by using
 type I collagen gel, which possibly facilitates identification of key genes for the expression of 
angiogenic and hematopoietic activities of these cells. In addition, we found that cell-cell 
interaction between EPCs and nerve cells possibly enhanced angiogenic and hematopoietic activities 
of EPCs. There is a possibility that establishment of microcirculation therapy through application 
of EPC―nerve cell network for angiogenesis and hematopoiesis.

研究分野：細胞生物学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 歯周病などにより広範囲で喪失した歯根
膜 periodontal ligament (PDL)をはじめとす
る歯周組織を完全に元の状態までに再生す
ることは極めて困難である。最先端歯科医療
として人工膜を利用した歯周組織再生誘導
法 guided tissue regeneration (GTR)を利用した
外科的な治療法が試みられているが、局所の
間 葉 系 幹 細 胞 mesenchymal stem cell 
(MSC)が歯周病などにより失われた歯周組
織を広範囲に再生するには、局所の血管新生
（血流を介した骨髄由来 MSC や栄養分の補
給）が必須であると考えられている。とくに、
PDL中にはMSCに相当する組織再生能力を
有する細胞が存在するという報告[Seo et al, 
Lancet (2004)]があり、この細胞を応用した
歯周組織再生療法の確立が望まれていると
ころである。これまでに、この PDL由来MSC
を用いた硬組織（歯槽骨、セメント質、象牙
質）の形成能力については明らかとされてき
たが、PDL由来の血管形成性細胞の増殖や血
管内皮細胞 endothelial cell (EC)分化制御機
構について分子レベルで解明するという試
みはなされていなかった。そこで、PDLに存
在する MSC による血管新生を自在に誘導す
る方法が樹立されれば、これまでに困難であ
った広範囲な歯周組織再生療法の基盤が確
立されることが大いに期待された。 
	
 我々はこれまでに PDL 由来の血管内皮前
駆細胞 endothelial progenitor cell (EPC)の
存在を明らかにし、この細胞が血管構造を形
成することを報告した[Okubo et al, J Vasc 
Res (2010)]。加えて、この細胞の EPCとし
ての機能を維持するためには線維芽細胞増
殖因子 fibroblast growth factor (FGF)や上
皮成長因子 epidermal growth factor (EGF)
による MEK/ERK 刺激が必要なこと
[Takahashi et al, Int J Mol Med (2012); 
Kimura et al, Cell Physiol Biochem (2013)]
や、transforming growth factor (TGF)-βに
よる p38 MAPK 刺激で EC の機能が低下す
ること[Yoshida et al, Int J Biol Sci (2012)]
を明らかにしてきた。しかしながら、PDL由
来 EPC による血管新生を基盤とした歯周組
織再生療法を確立するには、この細胞の EC
機能を発現するためのキー遺伝子を同定し、
PDL 周囲組織の局所血液循環を促進する技
術開発に繋げる必要がある。 
 
２．研究の目的 
	
 我々が開発したスフェロイド形成と I 型コ
ラーゲンゲル内 in vitro 3次元培養法は、PDL
由来 EPC 細胞の血管形成と造血性を誘導す
る独創的な方法である。この独自の培養方法
により、この細胞の EC 分化ならびに造血細
胞分化を誘導するキー遺伝子を絞り込むこ
とが可能となった。我々は、これまでに PDL
細胞による血管新生制御モデル遺伝子を複
数ピックアップしているが、これらのモデル
遺伝子について、3 次元培養系で、増殖や分

化に深く関わると予測される転写因子を優
先して絞り込みを行った。その結果、これら
の中のモデル遺伝子 Aを PDL由来細胞に強
発現させたところ、血管内皮細胞マーカー
FLK1/KDR の発現が有意に上昇することが
判明している。このことから、我々独自の実
験系を基盤とした PDL 細胞による血管新生
制御モデル遺伝子絞り込みは適切に進んで
いることが示唆された。また、興味深いこと
に、遺伝子 A強発現により、造血幹細胞マー
カーc-kitや白血球系細胞マーカーCD45の発
現も有意に上昇し、この遺伝子 Aが血管新生
に加え、造血も促進する可能性が示唆されて
いる。これまで、Hemangioblastという造血
幹細胞と血管内皮細胞の共通前駆細胞の存
在は示唆されてきたが、その分化制御機構は
不明である。我々独自の in vitro実験系でピ
ックアップした遺伝子の更なる絞り込みを
行うことで、PDL由来未分化間葉系細胞の血
管新生系ならびに造血系分化を制御する遺
伝子が同定され、その結果、PDL周囲の血液
循環を血管形成と造血の両面から増強する
革新的な局所血液循環改善技術が開発され
る。本研究では、PDL由来 EPCの EC分化あ
るいは造血幹細胞への分化転換の方向性を
決定するキー遺伝子の同定を行い、PDL周囲
組織での血管新生ならびに造血を自在に操
作することを可能にする歯周組織血液循環
改善技術を樹立するための分子基盤を築き
たい。 
	
 PDL 由来 EPC の血管形成や造血能力を誘
導するキー遺伝子を同定すれば、PDL周囲の
局所血液循環を自在に誘導することが可能
となり、極めて困難とされてきた歯周病によ
る広範囲な歯周組織喪失部位を完全に再生
することが初めて可能になると大いに期待
される。 
 
３．研究の方法 
（１）PDL 血管形成誘導モデル遺伝子のピッ
クアップ	
 
① 以前の我々の研究結果を参考にして、２
次元平面培養下の PDL由来 EPC細胞 SCDC2
の EC マーカー発現を抑制する TGF-β 
[Yoshida et al, Int J Biol Sci (2012)]で刺激をし
た細胞と、この細胞の EC マーカー発現を促
進する EGFや FGF [Kimura et al, Cell Physiol 
Biochem (2013); Takahashi et al, Int J Mol Med 
(2012)] で刺激した細胞と、未刺激の細胞と
の４種細胞間で DNA アレイを用いた網羅的
遺伝子発現頻度差解析を行う。この際、EC
分化を抑制する TGF-β刺激と EC分化を促進
する EGF や FGF 刺激とで、その発現量の増
減が逆方向に調節される遺伝子を血管形成
誘導モデル遺伝子としてピックアップする。 
② 既に我々は、血管形成能力を有する PDL
由来 EPCである SCDC2細胞と、同一個体（ラ
ット）から採取した血管形成能力の無い線維
芽細胞様 SCDC1 細胞との網羅的な遺伝子発
現頻度解析により、複数の血管形成誘導モデ



ル遺伝子をピックアップし、遺伝子 Aのよう
な PDL 細胞における血管形成ならびに造血
性促進の働きを示唆する遺伝子を同定しつ
つある。しかし、血管形成能力がまだ未確認
のモデル遺伝子数は総数で 600個近くもあり、
これらの全てを細胞へ遺伝子導入し、その後
の各細胞の血管形成能力の変化を評価する
のは現実的ではない。そこで、この既存デー
タと①の結果とを照合し、いずれの実験でも
モデル遺伝子としてピックアップされる共
通モデル遺伝子を真の PDL 血管形成誘導モ
デル遺伝子として選定する。 
（２）PDL 細胞の造血幹細胞への分化転換誘
導モデル遺伝子のピックアップ	
 
① PDL細胞に遺伝子Aを強制発現すると造血
幹細胞マーカーc-kit の発現が強く誘導され
る。この c-kit は、幹細胞増殖因子 stem	
 cell	
 
factor	
 (SCF)の受容体であり、骨髄における
造血幹細胞の生存や成熟に重要な機能を果
たしていることが知られている[Hoffman	
 et	
 
al,	
 Stem	
 Cells	
 (1993)]。そこで、遺伝子 A
を強制発現させて c-kit を大量発現した PDL
細胞に SCFを作用させ、造血性幹細胞マーカ
ーCD34の発現を増強させた細胞と SCFを作
用させない細胞との間で（１）と同様に DNA
アレイを用いた網羅的遺伝子発現頻度差解
析を行う。 
② 造血性細胞分化を誘導するリン酸化細胞
内シグナル分子の同定を LC-MS/MS（液体ク
ロマトグラフ-タンデム型質量分析計）を用い
て行う。①と同様に PDL 細胞に遺伝子 A を
強制発現させた後、SCFを作用させた際にリ
ン酸化されるシグナル伝達分子を同定する。
その後、①で得られた造血幹細胞への分化転
換モデル遺伝子のうち、②で予測されるシグ
ナル伝達経路に関連するものを照合して、造
血幹細胞への分化転換モデル遺伝子の絞り
込みを行う。 
（３）PDL 細胞の血管形成誘導モデル遺伝子
の絞り込み	
 
① これまでにピックアップした「血管形成
誘導モデル遺伝子」を PDL細胞に強制発現さ
せる。遺伝子導入後の血管内皮細胞マーカー
（vWF、CD31、Tie-2、ならびに FLK1/KDR）
の発現の増強効果を定量的 RT-PCR等で確認
する。また、siRNA導入で、逆の効果が示さ
れることを確認する。 
② 3 次元培養法による血管新生誘導培養系
で血管形成増強効果を確認する。 
（４）PDL 細胞の造血幹細胞への分化転換モ
デル遺伝子の絞り込み	
 
① これまでにピックアップした「造血幹細
胞への分化転換モデル遺伝子」を（３）と同
様に PDL細胞に強制発現させる。遺伝子導入
後の造血幹細胞マーカー（CD34、CD133）の
発現の増強効果をフローサイトメータで確
認する。また、siRNA導入で、逆の効果が示
されることを確認する。 
（５）PDL 細胞の血管形成誘導遺伝子の同定	
 
① これまでに絞り込んだ「PDL 血管形成誘

導モデル遺伝子」を PDL細胞に導入・強制発
現（蛍光タンパク質で標識）した後、免疫不
全マウス腎被膜下に移植し、移植細胞が血管
形成に関わるかどうかを、コントロールベク
ターを使用した実験と比較して、組織蛍光学
的に調査する。 
（６）PDL 細胞の造血幹細胞への分化転換遺
伝子の同定	
 
① これまでに絞り込んだ「PDL 造血幹細胞
への分化転換モデル遺伝子」を（５）と同様
に PDL 細胞に導入・強制発現させた後、
C57BL/6マウスをレシピエントマウスとして
移植実験をする。具体的には、レシピエント
マウスに X 線照射をして骨髄内の造血性幹
細胞を死滅させた後に、尾静脈よりモデル遺
伝子導入細胞を移植し、6〜8週後に蛍光細胞
が骨髄、胸腺などの造血臓器にホーミングし
て、全身に各種血球細胞を供給するかどうか
を組織蛍光学的に調査する。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 我々は、歯根膜由来細胞 SCDC2 細胞による
血管形成および血球系細胞への分化が低酸
素培養下で今まで以上に強く誘導されるこ
とを新たに発見した（図１）。また、この低
酸素条件下では、既に発見済みの血管形成・
血球細胞分化誘導遺伝子 Aを歯根膜由来細胞
に強制発現した場合には、その血管形成促進
能力や血球細胞分化能力がより顕著に観察
されることも判明している。現在、このよう
に新たに明らかとなった血管形成・血球細胞
誘導培養条件のもとで、これらの機能を発現
させるためのキー遺伝子の同定作業を継続
している。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

遺伝子 A強発現無し 

遺伝子 A強発現有り 

図１ 
大きな内腔を有する血管様組織形成 



	
 in	
 vivo での歯根膜由来細胞における血管
形成・血球細胞誘導機能発現キー遺伝子の同
定実験では、移植細胞をトレーシングするた
めの指標として蛍光色素を導入された幹細
胞の動物への移植系を立ち上げる必要があ
る。今回我々は、間葉系幹細胞のなかで in	
 
vivo での組織形成能力が高いとされる骨髄
由来間葉系幹細胞に蛍光色素を導入し、in	
 
vivo 移植後の組織形成能力を蛍光トレーシ
ングにより可能とするためのポジティブコ
ントロールとしての細胞を得ることができ
た（図２）。この成果から、歯根膜由来細胞
を用いた血管形成・血球細胞能力の in	
 vivo
での評価の際に今回作製した細胞との比較
検討が可能になり、研究成果の評価が容易に
できるという利点を得た。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
	
 加えて我々は、歯根膜由来血管内皮前駆細
胞 EPC が局所の血管新生を促進して歯周組
織再生に働く際に、同時に周囲損傷神経の再
生にも働く可能性を見出した。すなわち、歯
根膜由来 EPC 様細胞として樹立された
SCDC2 細胞に transforming growth factor 
(TGF)-β を作用させると神経栄養因子として
知られる nerve growth factor (NGF)の発現が誘
導されることが判明した。近年、血管と神経
はお互いに作用を及ぼし合いながら協調的
なネットワークを形成することが明らかと
されているが、とくにこのネットワークの形
成に働く「神経－血管ガイダンス分子」の存
在が注目されている。これまで、この神経－
血管ガイダンス分子は、神経細胞の機能を調
節する分子として注目されてきたが、血管網
の形成にも重要な役目を演ずることが最近
明らかとされ、歯周組織再生に欠くべからざ
る神経組織と血管組織形成を誘導するもの
として重要視されてきている。今回の我々の
発見は、歯根膜細胞由来の NGF が、歯根膜に
達する感覚神経の損傷時に神経－血管ガイ

ダンス分子として働き局所での神経組織再
生に働くと同時に、その再生された神経組織
から産生される神経－血管ガイダンス分子
による血管組織再生の可能性をも予測させ
るものである。現在、SCDC2 細胞が血管形成
ならびに造血能力を発現させるキー遺伝子
の同定に向けての研究を進めているところ
であるが、今後は、歯周組織における神経－
血管ネットワーク形成を司るキー遺伝子に
ついても同定を試み、神経－血管ネットワー
ク形成を応用した局所の微小循環増強作用
による革新的な歯根膜周囲組織の再生医療
の開発に繋げたい。	
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