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諸言 
 
	 ヒト個体は、加齢に伴い免疫系、内分泌系、神経系を統べる生体システムの

機能が低下し、各種臓器の機能不全を特徴とした全身の老化が進行する。	 

高齢者においては、糖尿病、動脈梗塞性疾患、リウマチ性疾患等の慢性疾患へ

の罹患率並びに重篤度が顕著に増強することが知られており 1、これら成人性疾

患に共通の基礎病態として慢性炎症があげられる 2ことから、加齢性の自然炎症

としての病態が注目を集めている。	 

	 このような、個体老化に伴う臓器の機能低下の原因として、細胞レベルでの老

化、細胞老化原因説が有力視されている 3-5。生体を構成する体細胞の in vitro
における細胞分裂回数には限界があり、分裂限界に到達すると細胞分裂が非可

逆的に停止することから細胞の老化と個体の加齢現象の因果関係がHayflickら
によって提唱されている 6。従来、細胞老化は非可逆的な細胞分裂により、障害

が蓄積された細胞の癌化を回避する細胞自律のメカニズムと考えられてきた 7。

老化細胞による増殖能の低下は、組織の修復•治癒の遷延化を惹起するのみなら

ず、炎症性サイトカインやケモカイン、マトリックスメタロプロテアーゼ（以

下MMPsと略す）などの生理活性物質を高産生する SASP（Senescence 
associated secretory phenotype）現象が、近年、報告されており、老化に伴う
慢性炎症の原因の一つとして注目を浴びている 1,3,8。	 

	 歯周病の疾患発症の原因は、細菌バイオフィルムであるが、その発症と進行

において、加齢は重要なリスクファクターの一つであると考える。またその病

態成立の過程において、歯周組織構成細胞は病原体、メカニカルストレス、ROS
などの様々な老化誘導ストレスに長期間曝露されていると考えられる。しかし

ながら、歯周病と老化との関連については、未だ十分に解明されていない。そ

こで本研究では、歯周組織の細胞老化が歯周病発症・進行の誘因の一つである

との仮説のもと、細胞老化について分子レベルで検討することで、その病態生

理学的意義の解明に挑むこととした。	 

	 歯周組織の老化を解析するにあたり、歯周組織の恒常性維持の中心的役割を

担う歯根膜に焦点をあて解析を行うこととした。歯根膜は、セメント質と歯槽

骨の間に存在する密な線維性結合組織であり、歯根膜細胞はコラーゲン等の細

胞外基質（ECM）タンパクを活発に生合成する 9。さらに、歯根膜中には多分

化能を有する間葉系幹細胞が存在し、創傷治癒や再生過程において増殖•分化し
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歯周組織の修復・再生を担うこと 10-12、サイトカインや接着分子の発現により

局所の免疫応答に関与することが明らかとなっている 13。	 

	 本研究では、in vitroにおけるヒト歯根膜細胞の老化誘導モデルを構築し、歯
周病の病態形成に及ぼす細胞老化の役割を検討した。また、老化歯根膜細胞が

産生する SASP 分泌タンパクならびに ECM タンパクの細胞性機構を解析する
ことで、慢性炎症や創傷治癒に及ぼす細胞老化の影響を検討した。さらに、老

化歯根膜細胞においては、加齢に伴うエピジェネテックな異常が DNAに集積し
ていると考えられることより、老化形質発現のメカニズムとして、microRNA
（以下miRNAと略す）による調節制御機構について解析を行った。	 
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材料および方法 
 
1. マウス歯周組織のµCT解析ならびに組織学的解析 
	 本研究におけるすべての動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委

員会の承認を得て行った（承認番号：動歯 24-012-0）。マウスは雄性 6週齢並び
に 68週齢 C57BL/6（日本 SLC株式会社、静岡、日本）を使用した。Pentobarbital 
sodium salt麻酔下で安楽死させ、上顎第二臼歯周辺の歯槽骨を実験動物用 3D
マイクロ X線 CT R_mCT2（リガク、東京、日本）を用いてmicro Computed 
Tomography（以下µCT と略す）画像を得た。µCT により得られた画像データ
を三次元画像解析ソフトウェア TRI/3D-BON（ラトックシステムエンジニアリ
ング、東京、日本）で処理した。画像を解析ソフトウェア WinROOF（三谷商
事、福井、日本）に取り込み、第一臼歯近心根、第一臼歯遠心根、第二臼歯近

心根のセメント―エナメル境から歯槽骨頂までの距離を測定し、歯槽骨吸収量

とした。µCT 撮影後の歯周組織を 4% Paraformaldehyde phosphate buffer 
solution（和光純薬工業、大阪、日本、以下 PFA と略す）にて浸漬固定を 12
時間行った。0.5 M EDTA溶液（和光純薬工業）にて一週間の脱灰処理後、15%、
20%、25%ショ糖（和光純薬工業）含有 Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
（和光純薬工業、以下 PBSと略す）に浸漬し、24時間後に O.C.T Compound
（サクラファインテックジャパン、東京、日本）を用いて凍結包埋した。クラ

イオスタット Leica CM3050 S（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を
用いて矢状断で 5  µmの薄切標本を作製した。薄切標本をSenescence Detection 
Kit （ Bio Vision,	 Milpitas, CA, USA ） の プ ロ ト コ ー ル に 従 い
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside（以下 X-Galと略す）を用
いて、Senescence Associated β-galactosidase（以下 SA-β-Galと略す）活性陽
性細胞を染色した。観察および写真撮影には光学顕微鏡（オリンパス、東京、

日本）を用いた。 
	 

2. In vitro におけるヒト歯根膜細胞老化モデルの樹立 
	 実験に供した初代培養ヒト歯根膜細胞（ScienCell Research Laboratories, 
Carlsbad, CA, USA, 以下HPDLと略す）の培養には10% Fetal Bovine Serum
（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, 以下FBSと略す）を加えたAlpha 
MEM with Earle's Balanced Salts（和光純薬工業、以下αMEMと略す）を用い
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た。HPDLの継代培養は、NIH 3T3の方法14を改変し用いた。すなわち10 cm Dish
（Corning, Corning, NY, USA）に1x106個播種し、３日後に細胞数を計測し再

び10 cm Dishに1x106個で播種する、という手順で行った。細胞分裂寿命は、以

下の計算式に基づき細胞分裂回数（Population Doublings :PDs）を算出し、細
胞増殖曲線を描くことで確認した。 
PDn=log2(Nfn/ Nin-1) 
PDs=PD1+PD2+….+PDn 
（n: 継代数、PDn:: 継代数nにおける細胞分裂回数、 
  Nin-1: 継代数n-1に播種時の細胞数、Nfn: 継代数nに収集した細胞数） 
継代数（Passage number、以下Pと略す）の増加に伴う各種遺伝子発現、タン
パク質発現の検討には、継代培養３日毎に回収したHPDLの全RNA、タンパク
質溶解画分、培養上清画分を用いた。 
 
3. 細胞染色試薬	 
 X-Gal染色にはSenescence Detection Kitを用い、SA-β-Gal陽性細胞を青色に
染色した。光学顕微鏡像を用いて細胞を計測することで全細胞数に対する

SA-β-Gal陽性細胞数の割合を算出した。Actinの染色にはActi stain 555 
Phalloidin（Cytoskeleton, Denver, CO, USA）を、活性酸素（以下ROSと略す）
の染色にはCM-H2CDFDA（Life Technologies）を使用し、光学顕微鏡にて観
察した。Senescence Associated Heterochromatin Foci（以下SAHFと略す）の
観察には、封入剤であるVECTASHIELD Mounting Medium with DAPI
（VECTOR Laboratories, Burlingame, CA, USA）を使用し、共焦点レーザー
顕微鏡（Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland）を用いて検討した。 
	 

4. フローサイトメトリー法 
	 細胞を回収後にHank′s Balanced Salt Solution（Life Technologies, 以下
HBSSと略す）で洗浄後、1% Bovine serum albmin（Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA、以下BSAと略す）含有PBSに細胞を浮遊させた後、FACS Calibur
（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）を用いてForward scatter（以
下FSCと略す）並びにSide scatter（以下SSCと略す）を測定した。 
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5. 透過型電子顕微鏡解析 
	 培養細胞を4ºCのPBSにて2回洗浄後、2% Glutaraldehydeを用いて4ºCで一晩、
前固定し、2% Tetraphosphate osmiumを用いて4ºCで1時間処理することで後
固定した。固定後、50%、70%、90%、100%のEthanolで段階的に脱水し、エ
ポキシ樹脂Quetol-812（日新EM、東京、日本）を浸透させて60ºCで48時間重
合した。得られた包埋樹脂ブロックをULTRACUT UCT（Leica）を用い、ダイ
ヤモンドナイフで70 nmの厚さに超薄切片にした後、室温で15分間、2% Uranyl 
acetateで染色し、続いて室温で3分間、鉛染色液（Sigma-Aldrich）を用いて二
次染色した。試料の観察は透過型電子顕微鏡 JEM-1400Plus（日本電子、東京、
日本）を用いて加速電圧80 kVで行った。デジタル画像はCCDカメラVELETA
（Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster, Germany）で撮影した。 
 
6. Western Blot法	 
	 培養細胞を4ºCのPBSにて2回洗浄した後にプロテアーゼインヒビターカクテ
ル錠（Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA）、10 mM Sodium fluoride
（和光純薬工業）、1 mM Sodium orthovanadate（Sigma-Aldrich）、10 
mM β-Glycerophosphoric acid（和光純薬工業）を加えたRIPA Lysis Buffer
（Millipore, Billerica, MA, USA）を加え4ºCで20分間処理し、細胞画分を溶解
した。回収した全細胞溶解液を遠心（12,000 rpm、4ºC、20分）し、上清をタ
ンパク質溶解画分として精製した。タンパク質溶解画分についてはBradford法
15にてタンパク質定量を行い、タンパク質濃度を各サンプル間において同値に調

整した。次に10% 2-Mercaptoethanol（和光純薬工業）含有Laemmliの5xサン
プルバッファー16を用いてサンプルを95℃、10分のボイリング後に室温に戻し、
至適濃度のアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE にて電気泳動を行い、タン
パク質溶解画分を展開した。泳動バッファーには25 mM Tris（Sigma-Aldrich）
-塩酸緩衝溶液（以下、Tris-HClと略す）、192 mM Glycine（和光純薬工業）、
pH 8.3を用いた。その後、PVDFトランスファーメンブレン（GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK）に転写装置（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA）を用いて、4ºC、80 V、2時間の条件にて転写した。メンブレンのブロッ
キングは5% スキムミルク（森永乳業、東京、日本）、0.1% Tween 20（和光純
薬工業）を含むTris Buffered Saline（50 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM Sodium 
chloride（和光純薬工業）、以下TBSと略す）に室温にて1時間、振盪させ行っ
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た。一次抗体には、マウス抗ヒトp53抗体、ウサギ抗ヒトp16抗体、ヤギ抗ヒト
CTGF抗体（以上、Santa Cruz, Dallas, TX, USA）、ウサギ抗ヒトp21抗体、マ
ウス抗ヒトRb抗体、ウサギ抗ヒトSIRT1抗体（以上、Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA）、ウサギ抗ヒトⅠ型Collagen抗体、ウサギ抗ヒトIII型
Collagen抗体、ウサギ抗ヒトPeriostin抗体、ヤギ抗ヒトPLAP-1（Asporin）抗
体（以上、Abcam, Cambridge, UK）、マウス抗ヒトFibronectin1抗体（Becton 
Dickinson）、マウス抗ヒトβ Actin抗体（Sigma-Aldrich）を用いた。二次抗体
にはHRP標識ヤギ抗マウスIgG抗体、HRP標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（以上、
Cell Signaling Technology）、HRP標識ウサギ抗ヤギIgG抗体（Chemicon 
International, Temecula, CA, USA）を用いた。その後、メンブレンを0.1% 
Tween 20含有TBSで洗浄後、基質としてECL Prime Western Blotting 
Detection Reagents（GE Healthcare）を加え、X線フィルム（GE Healthcare）
を感光させることで特異的バンドを検出した。 
 
7. 遺伝子の発現解析 
	 mirVana miRNA isolation kit（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）を用いて全RNAを精製した。mRNAの発現解析には、High Capacity 
RNA-to-cDNA Kit（Life Technologies）を用いて逆転写反応を行い、cDNAを
得た。得られたcDNAを鋳型として、表1に示す各遺伝子特異的なReal-Time 
PCR用プライマー（タカラバイオ、大津、日本）と、Fast SYBR Green Master 
Mix（Life Technologies）を用いて検討した。 cDNA増幅には7300 Fast 
Real-Time PCR System（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用い
た。解析はリファレンス遺伝子を用いた相対定量法にて行った。リファレンス

遺伝子には、継代数を経た細胞においても発現レベルが一定であるHPRTを用い
た。HPRTのCt値をRfCt、ターゲット遺伝子のCt値をTgCtとし、2-(TgCt-RfCt)を

算出し、グラフの縦軸の値とした。miRNAの発現解析には、miScript ⅡRT kit
（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて逆転写反応を行い、cDNAを得た。得
られたcDNAを鋳型として、miR-146a並びにmiR-34a特異的なReal-Time PCR
用プライマー（QIAGEN、製品番号MS00003535並びにMS00009534、配列非
公開）と、miScript SYBR Green PCR kit（QIAGEN）を用いて検討した。cDNA
増幅には7300 Fast Real-Time PCR Systemを用いた。解析はリファレンス遺伝
子RNU6を用いた相対定量法にて行い、RNU6のCt値をRfCt、ターゲット遺伝
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子のCt値をTgCtとし、2-(TgCt-RfCt)を算出し、グラフの縦軸の値とした。 
 
8. ELISA法による定量解析 
	 培養上清に含まれるIL-6、IL-8、Ⅰ型Collagen、Periostin、MMP-1、MMP-2
の産生量を定量解析するにあたり、IL-6 Human Elipair kit（Abcam）、IL-8 
Human Elipair kit（Abcam）、Procollagen Type I C-Peptide（以下PIPと略す）
EIA kit（タカラバイオ）、Human Periostin/OSF-2 DuoSet（R＆D Systems, 
Minneapolis, MN, USA）、Human Pro-MMP-1 Quantikine ELISA Kit（R＆D 
Systems）、Total MMP-2 Quantikine ELISA Kit（R＆D Systems）を用いた。
波長450 nmの吸光度をマイクロプレートリーダー（Thermo Fisher Scientific）
で読み取ることにより、タンパク質含有量を算出した。 
 
9. LPSとサイトカインの共刺激 
	 Porphyromonas gingivalis（以下P.g.と略す）由来Lipopolysaccharide（以下
LPSと略す）（和光純薬工業）およびHuman IL-1β（R＆D Systems、以下IL-1β
と略す）を実験に供した。コンフルエント状態に達したHPDL P8並びにP30を、
P.g.由来LPS 1 µg/ml並びにIL-1β!2 ng/ml にて刺激し、6時間後に全RNAを、
24時間後に培養上清を回収した。 
 
10. タイムラプスイメージング解析 
	 35 mmガラスボトムディッシュ（松波、大阪、日本）にHuman Fibronectin
（Becton Dickinson）50 µg/mlを滴下し、37℃で1時間表面処理したのち、PBS
で洗浄した培養皿を実験に供した。HPDLのPKH染色にはPKH67緑色細胞染色
キット（Sigma-Aldrich）を用いた。顕微鏡はBioStation IM-Q（Nikon、東京、
日本）を使用し、10分間隔で4時間、画像を取得した。 
 
11. HPDLにおける硬組織形成能の解析 
12 well プレート（Corning）上でコンフルエント状態に達したHPDLを石灰化
誘導培地として5 mM β-glycerophosphoric acidおよび50 µg/ml ascorbic acid
（和光純薬工業）を添加した10% FBS含有αMEMにて培養し、2日毎に培地を
交換した。培養20日目に細胞粉砕液を回収しAlkaline Phosphatase（以下ALP）
活性測定をBesseyらの方法17に準じて行った。すなわち細胞層をPBSにて2回洗
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浄し、0.01 M Tris-HCl（pH 7.4）を添加した。Handy Sonic model UR-20P（ト
ミー、東京、日本）にて超音波破砕した後に細胞破砕液を回収し、遠心（15,000 
rpm、4ºC、5分）後に得られた上清を測定に供した。上清1 ml中に500 µlの1 M 
Tris-HCl（pH 9.0）、100 µlの5 mM magnesium chloride（和光純薬工業）、100 
µlの50 mM disodium p-nitrophenylphosphate（和光純薬工業、以下pNPPと略
す）を加え、37ºCにて30分間反応させた後、250 µlの1 N sodium hydroxide（和
光純薬工業）にて反応を停止させた。同溶液中の波長415 nmにおける吸光度を
マイクロプレートリーダーにて測定し、水解されたpNPP量を求めた。なお、37ºC
条件下で1分間に1 µmolのpNPPを水解するALP活性を1 Uとし、1 well当たりの
ユニット値で示した。培養30日目にはAlizarin red S染色液（和光純薬工業）、
Von Kossa 染色キット（Abcam）を使用し、形成された石灰化物を染色し観察
した。 
 
12. 細胞免疫染色 
	 Ⅰ型Collagen、Periostinの細胞免疫染色を行うにあたり、まず直径15mm（松
波）カバーガラスに播種した細胞をPBSで洗浄し、4% PFAを用いて室温で15
分固定した。PBSで洗浄した後、1.5% BSAにて室温で1時間ブロッキングを行
った。一次抗体ならびに二次抗体はブロッキング溶液で希釈した。一次抗体に

はウサギ抗ヒトⅠ型Collagen抗体（Abcam）、ウサギ抗ヒトPeriostin抗体
（Abcam）を用い、室温で1時間反応させた後PBSにて洗浄した。二次抗体には
Alexa Fluor 594 ロバ抗ウサギIgG抗体（Life Technologies）を用い、室温で30
分間反応させた。PBSにて洗浄し、VECTASHIELD Mounting Medium with 
DAPIを用いて封入した後、光学顕微鏡で観察した。 
 
13. ザイモグラフィー 
	 HPDLの培養上清を用いてMMP-1、MMP-2、MMP-3の酵素活性を評価した。
泳動はカセット電気泳動槽DPE-1020ミニゲル用二連式（コスモバイオ、東京、
日本）を用いた。MMP-1、MMP-3の検出には、Acrylamide 8～13%、Casein 
0.05%のゲルを含む、カゼインザイモ電気泳動キット（コスモバイオ）を、MMP-2
の検出にはAcrylamide 10％、Gelatin 0.1%のゲルを含む、ゼラチンザイモ電気
泳動キット（コスモバイオ）をプロトコールに準じて使用した。 
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14. Wound Healing Assay 
	 CytoSelect™ 24-Well Wound Healing Assay（Cell Biolabs, San Diego, CA, 
USA）のインサートを使用した。インサートを24 well プレートに装着後、HPDL 
P10を播種し、2日間、80% コンフルエントになるまで培養した。インサートを
除去し、スリットの形成を光学顕微鏡で確認後、抗Integrin αvβ3抗体（Millipore）
10 µg/mlを添加あるいは未添加にて1時間培養した。HPDL P10並びにHPDL 
P33より回収した培養3日目の培養上清（Conditioned medium、以下CMと略す）
および Human Periostin（R＆D Systems、以下Periostinと略す）100 µg/ml
を添加した。CM添加群のウェルの培地は、CM 250 µlとFBS不含のα MEM 250 
µlの割合で配合し用いた。対照群であるCM未添加群のウェルの培地は、FBS5%
含有α MEM 500 µlを用いた。スリット除去後24時間培養し、細胞をPBSで洗浄
後、0.09% Crystal Violet（和光純薬工業）溶液にて染色し、顕微鏡を用いて細
胞の移動量を観察し撮影した。観察された染色像を画像解析ソフトウェア

WinROOFに取り込み、二元化処理後に染色強度を数値化し、HPDLの移動量を
数値化した。 
 
15. miRNAアレイ解析 
	 HPDL P5、P6、P10、P18、P32、P34を10cm Dishに1x106個播種し、３日

後に回収した全RNAを、mirVana miRNA isolation kitを用いて精製し、試料
とした。本研究ではmiRアレイとしてAgilent human miRNA Microarray 
（8x60K）miRBase ver.19.0（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）
を用い、Agilent Technologies社が推奨するプロトコール（ファイル名；miRNA 
Microarray Syetem with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit Version 2.4, 
September 2011）に準じて実施した。すなわち100 ngの全RNAを鋳型とし、
Calf Intestine Alkaline Phosphataseによる脱リン酸化反応を行った後、5’末端
に蛍光色素（Cyamin-3）のラベリングを行った。濃縮遠心によって得た乾燥物
を17 µlのRNase/DNase Free水を加えて溶解させ、所定の試薬を加え20rpmで
回転させながら、55℃、17時間のハイブリダイゼーションを行った。ハイブリ
ダイゼーション後、マイクロアレイを洗浄し、Agilent DNA Microarray 
Scannerでマイクロアレイのスキャニングを行った。取得した画像データを
Feature Extractionソフトウェアを用いて数値化した。次いで、数値化したアレ
イデータを用いてアレイ間ノーマライゼーションを実施した。得られた数値デ
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ータについて、GeneSpling GX 12.0（Agilent）ソフトウェアを用い、データ間
の類似性・独立性を評価する為に階層的クラスタリング解析を実施した。次に

継代数により変化する遺伝子発現パターンを分類する為に、GeneSpling GX 
12.0（Agilent）ソフトウェアを用い、K-meansクラスタリング解析を実施した。
この際、HPDL P34でP5に対して発現が二倍以上の上昇を示すmiRNAを絞り込
み、Ingenuity Pathway Analysis（以下IPAと略す）ver.14197757（Ingenuity 
Systems，Redwood City, CA, USA）にインポートし、標的遺伝子の探索を行
った。 
 
16. miRNA mimic、inhibitor導入 
	 HPDLを細胞培養用プレートに播種し、24時間後、50~70%コンフルエントの
状態まで培養した。mirVana miRNA mimic（Thermo Fisher Scientific、以下
mimicと略す）すなわち内在性miRNA様の動向を示す２本鎖RNAオリゴヌクレ
オチド、mirVana miRNA inhibitor （Thermo Fisher Scientific、以下inhibitor
と略す）すなわち標的mRNAを抑制する1本鎖RNAオリゴヌクレオチド、
mirVana miRNA negative control（Thermo Fisher Scientific、以下controlと
略す）を、Lipofectamine 2000（Life Technologies）を含むOpti-MEM（Life 
Technologies）を用いて導入した。導入24時間後に培地を交換し、さらに24時
間後に全RNA、タンパク質溶解画分、培養上清を回収した。 
 
17.	 統計処理について	 
実験データは 3 群の平均値±標準偏差で表した。有意差検定は 2 群比較は
Student’s t検定により、多群比較は Tukey検定により行い、p値が 0.05未満
の場合を有意差があるものと判定した。 
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表 1	 本研究で使用した Real-Time PCR用プライマー	 
遺伝子  プライマー 
P16 5'- CCTTTGGTTATCGCAAGCTG -3' 
 5'- CCCTGTAGGACCTTCGGTGA -3'  
P21 5'- TCAAATCGTCCAGCGACCTTC -3' 
 5'- CATGCCCTGTCCATAGCCTCTAC -3'  
IL6 5'- AAGCCAGAGCTGTGCAGATGAGTA -3'  
 5'- TGTCCTGCAGCCACTGGTTC -3' 
IL8 5'- ACACTGCGCCAACACAGAAATTA -3' 
 5'- TTTGCTTGAAGTTTCACTGGCATC -3'  
COL1A1 5'- CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC -3' 
 5'- TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC -3'  
COL3A1 5'- CCACGGAAACACTGGTGGAC -3' 
 5'- GCACATCAAGGACATCTTCAGGA -3' 
POSTN 5'- CATTGATGGAGTGCCTGTGGA -3' 
 5'- CAATGAATTTGGTGACCTTGGTG -3' 
FN1 5'- GCCAGATGATGAGCTGCAC -3' 
 5'- GAGCAAATGGCACCGAGATA -3' 
PLAP-1 5'- ATGGGAGTCTTGCTAACATACCAC -3' 
 5'- CAGAAGTCATTTACTCCCACTCTTG -3' 
CTGF 5'- CTTGCGAAGCTGACCTGGAA -3' 
 5'- AAAGCTCAAACTTGATAGGCTTGGA -3' 
MMP1 5'- ACAACTGCCAAATGGGCTTGA -3' 
 5'- CTGTCCCTGAACAGCCCAGTACTTA -3' 
MMP2 5'- CTCATCGCAGATGCCTGGAA -3' 
 5'- TTCAGGTAATAGGCACCCTTGAAGA -3'  
MMP3 5'- TTTCCAGGGATTGACTCAAAGA -3'  
 5'- AAGTGCCCATATTGTGCCTTC -3' 
MMP14 5'- GGAACCCTGTAGCTTTGTGTCTGTC -3' 
 5'- TGAGGGTCCTGCCTTCAAGTG -3' 
SIRT1 5'- CCCAGAACATAGACACGCTGGA -3' 
 5'- ATCAGCTGGGCACCTAGGACA -3' 
HPRT 5'- GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA -3' 
 5'- GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC -3' 
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結果 
 
1. 高週齢マウスの歯周組織の解析 
	 本研究を開始するにあたり、6 週齢の若週齢マウスと、68 週齢の高週齢マウ
スの上顎歯槽骨をµCT で撮影、解析することで加齢による歯槽骨の変化を計測
した（図 1-A）。高週齢マウスは若週齢マウスと比較して、臼歯部における咬頭
の顕著な摩耗が観察された。興味深いことに、高週齢マウスは臼歯部における

周囲支持歯槽骨の著明な水平的な骨吸収が認められた。実際に、臼歯部の計測

した 3 部位の全てにおいて高週齢マウスでは若週齢マウスと比較し、約 2 倍の
骨吸収量の亢進が認められた。（図 1-B）。 
	 老化細胞においては、ライソゾームに存在するβ-galactosidase （β-Gal）活
性が弱酸性条件（pH 6.0）下で増加することが報告されている (senescence 
associated β-galactosidase activity : SA-β-Gal )18。すなわち X-Galを基質とし
て呈色反応させることにより、SA-β-Gal 活性を青色として検出し老化細胞を標
識する方法が用いられている。そこで、マウスの上顎臼歯部歯周組織の凍結標

本を作製し、X-Gal染色を行った（図 1-C）。高週齢マウスでは歯根膜において、
SA-β-Gal陽性細胞が多数観察された。また、拡大像による解析により、同陽性
細胞は歯根膜細胞並びに血管細胞であることが確認された。すなわち、加齢に

より老化が進行した個体においては、歯周組織の歯槽骨の吸収が亢進すること、

同歯周組織の歯根膜に老化細胞が多数存在することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 13 

A                                         B 

 
C 

 
図 1	 高週齢マウスの歯周組織の解析  

A) マウス上顎歯槽骨を頬側からµCT撮影した像を示す。 

B) マウス上顎支持歯槽骨の各部位の吸収量を定量化した。①: 第一臼歯近心根、②: 第一臼

歯遠心根、③: 第二臼歯近心根のセメント―エナメル境から各部歯槽骨頂までの距離

（n=4	 *:p<0.01） 

C) マウス上顎第一臼歯付近の凍結切片の X-Gal染色像を示す（上）。（倍率 40倍） 

上図の第一臼歯近心根根尖付近の拡大像より、68週齢マウスでは SA-β-Gal陽性細胞が多

数観察された（下）。AB :歯槽骨	 PD :歯根膜	 D :象牙質	 （倍率 100倍）。 

3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。 
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2. In vitro におけるヒト歯根膜細胞老化モデルの樹立 
	 前述の高週齢マウスにおいて認められた歯根膜の細胞老化現象を、分子レベ

ルで検討するために、ヒト初代培養歯根膜細胞（HPDL）を用いて in vitro細胞
老化誘導モデルを樹立することとした。HPDLを 10cm Dishに 1x106個播種し、

３日毎に継代培養を行った。継代時に回収した細胞数（Nf）を計測した結果、
増殖は継代数（Passage number、以下 Pと略す）20付近から徐々に低下し始
め、P36付近でほぼ停止した（図 2-A）。播種時の細胞数（1x106個）と Nfから
細胞分裂回数（PDs）を算出し増殖曲線を得た（図 2-B）。その結果、HPDLの
増殖曲線は P36に相当する培養開始 108日で水平となり、細胞増殖の停止、す
なわち細胞分裂の停止が認められた。 
	 哺乳類の体細胞においては、その細胞分裂回数には限界があることが報告さ

れており、ある一定回数の細胞分裂を経た細胞はアポトーシスあるいは非可逆

的な細胞分裂の停止であるセネッセンス（senescence）に陥ることが知られて
いる 4。これより、HPDLは in vitroにおいて継代培養により細胞分裂依存的に
老化が亢進し、P36付近で細胞老化が誘導されたことが示唆された。 
	 次に、細胞老化が誘導された HPDLを用いて、細胞レベルでの老化形質の解
析を行った。まず、代表的な老化細胞マーカーである SA-β-Gal活性について検
討を行った。X-Gal 染色の結果、HPDL P8 に比し P35 は多数の陽性細胞が認
められた（図 2-C左）。また、単位面積あたりにおける陽性細胞数を定量解析し
た結果、HPDL P8と P35間に有意差が認められた（図 2-C右）。以上より P35
付近の HPDLは、高い  SA-β-Gal活性を有することが明らかになった。 
	 顕微鏡における明視野観察像において、継代開始期のHPDLは spindle shape
が認められた。一方、継代数を重ねた HPDLには肥大形態が認められた。そこ
で、細胞骨格を構成する Actin線維を Phalloidin にて免疫染色し、解剖学的な
細胞形態を検討した。その結果、継代数の増加に伴い Actin 線維は伸展し、培
養皿上に薄く広がった形態を示した（図 2-D）。次に、フローサイトメトリーを
用いて HPDLの細胞形態を単一細胞レベルで詳細に検討した。その結果、FSC
にて示される細胞の大きさ、並びに SSCにて示される細胞の内部密度は、継代
数の増加に伴い増大していた（図 2-E）。このことより、HPDLは細胞分裂をほ
ぼ停止の状態にあるが、細胞内には器官を含有し、タンパク質の代謝、生合成

を行っており、細胞死とは異なることが示唆された。 
	 老化細胞では、核における染色体の凝集が報告されている。これは、細胞老
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化 特 異 的 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 構 造 （ SAHF : senescence-associated 
heterochromatic foci）と呼称され、細胞レベルでの老化の進行を推る、形態学
的な指標とされている 19。透過型電子顕微鏡を用いた超高解像度の形態学的観

察の結果、HPDL P35においては、ヘテロクロマチンの凝集像が観察された。
一方、DAPI 染色像においては、HPDL P35 の核の中央に不染部を認めた。こ
のことより、HPDL P35においては細胞老化に特徴的なヘテロクロマチン構造
をとることが示唆された（図 2-F）。 
	  
A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   	 B 

 
C 

 
D 

 
 



 16 

E 

 
 
F 

 
 
図 2	  In vitro におけるヒト歯根膜細胞（HPDL）老化モデルの樹立  

A) HPDLの３日毎の継代時に回収した細胞数（Nf）を計測した。同じ 3回の実験で得られた

結果のうち、代表的なものを示す。 

B) A)の Nfから細胞分裂回数（PDs）を算出し増殖曲線を得た。 

C) HPDL P8、P35 の X-Gal 染色像を示す。黄矢頭は SA-β-Gal 陽性細胞を表す（左、倍率

200倍）。単位面積当たりの陽性細胞数を計測し、定量化した（右）。（*:p<0.01）同じ 3回

の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

D) HPDL P7、P27、P40の Phalloidinによる染色像を示す。（倍率 400倍） 

同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

E) HPDL P11、P20、P35を用いて、フローサイトメトリー法により FSC（左）、SSC（右）

を検出した。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

F) HPDL P8、P35の核の透過型電子顕微鏡像（左、倍率 1760倍）、DAPI染色像（右、倍率

1000倍）を示す。赤矢頭は SAHFを表す。 
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3. 老化 HPDL における活性酸素（ROS）の産生 
	 細胞分裂を停止した老化細胞においては、エネルギーの代謝•生成の異常が報

告されている 20,21。透過型電子顕微鏡を用いて、エネルギー代謝の中心の場と

なるミトコンドリアについて形態観察を行った。HPDL P9 と比較し、HPDL 
P35 においては膨潤した形態のミトコンドリアが多く認められた。また興味深
いことに、HPDL P9 のクリステは長軸方向に伸展した正常構造を示す一方、
HPDL P35 のクリステは短軸方向の梯子状に並列した異常構造が観察された
（図 3-A）。クリステはミトコンドリアにおける呼吸鎖電子伝達系の反応の場で
あり、ATP の産生過程において代謝中間産物として ROS を生成する。また、
老化に伴う細胞内 ROSの増加は、線維芽細胞において報告されている 22,23。そ

こで、HPDL の細胞内に蓄積された ROSを蛍光プローブ CM-H2CDFDAを用
いて検出した結果、HPDL P7と比較し P34において ROSの顕著な増加が認め
られた（図 3-B）。これより、HPDL P35には ROSの蓄積により様々な細胞ス
トレスや DNAダメージが蓄積されていることが示唆された。 
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B 

 
 
図 3  老化 HPDL における活性酸素（ROS）の産生 
A) HPDL P9、P35の透過型電子顕微鏡像を示す。黄矢頭はミトコンドリアを表す。 

倍率 31800倍 

B) HPDL P7、P34を CM-H2CDFAで染色し、ROSを検出した顕微鏡像を示す。同じ 3回

の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。緑：ROS、青：DAPI 

倍率 100倍 
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4. 老化 HPDL における細胞周期の解析 
	 老化細胞においては、細胞ストレスや DNAダメージの蓄積により非可逆的な
細胞分裂停止の状態に陥る。この際、p53-p21経路あるいは p16-pRB経路によ
るサイクリン依存性キナーゼ CDK2、CDK4/6の抑制により G1/S期において細
胞周期が停止することが明らかとされている 24。そこで HPDLにおける細胞周
期調節マーカーの遺伝子発現を検討した。HPDL P6と比較し P32は、p16、p21
の有意な遺伝子発現の上昇を認めた（図 4-A）。また、老化に対して拮抗的に作
用することが報告されている SIRT1（詳細は図 10-Fで後述）25、Klotho26（図

4-A）の有意な遺伝子発現の低下を認めた。さらに、HPDLにおける p16、p21、
Rb のタンパク質発現が、継代数の増加とともに増加していることが Western 
Blot法にて確認された（図 4-B）。 
	 以上の実験結果より、P36付近で細胞増殖が停止した HPDLには、複製老化
の誘導により細胞老化が誘導されたことが確認された。継代数 P30 付近の
HPDL においても老化細胞に特異的な形質を具備していることが確認されたた
め、以降の実験では、P30 付近の HPDL を老化 HPDL として実験に供し、一
般的な老化のみならず HPDLに特異な細胞老化形質の探求を行った。 
 
A                                          B 

 
図 4	 老化 HPDL における細胞周期の解析  

A) HPDL P6、P32における細胞周期制御マーカーの遺伝子発現を、Real-Time PCR法を用

いて解析した（*:p<0.01）。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

B) HPDL P8、P17、P29、P33における細胞周期制御マーカーのタンパク質発現を、Western 

Blot法を用いて解析した。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 
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5. 老化 HPDL における SASP タンパクの産生 
	 線維芽細胞 27、上皮細胞 27、血管平滑筋細胞 28、免疫担当細胞 29において、

老化細胞がさまざまな炎症性サイトカインや組織分解酵素を高産生する SASP
現象が報告されている。近年、SASP関連分泌タンパクが老化臓器において特
徴的な臓器の線維化や、慢性炎症病態樹立に関わるとされ注目を集めている。

そこで、SASPタンパクとして代表的な炎症性サイトカインである、IL-6、IL-8
の HPDL における発現について検討した。前述の複製老化モデルを用いて、
継代毎に試料を採取し、老化誘導過程におけるその発現量を検討した。IL-6、
IL-8の遺伝子発現は P30付近で顕著な増強を認めた（図 5-A）。さらに、ELISA
法を用いて培養上清中の IL-6、IL-8 産生量を定量解析した結果、HPDL P30
は P8と比較して有意な産生量の増加を示した（図 5-B）。 

	 HPDLにおいては、炎症性サイトカインや P.g.由来細菌産物に対して高い応
答性を示すことが報告されている 30,31。そこで、老化 HPDLを炎症性サイトカ
イン IL-1βあるいは P.g.由来 LPSで刺激し、その応答性について検討した。そ
の結果、HPDL P30でみられた IL-6の遺伝子レベルの高発現は、IL-1β刺激に
より増強された。しかしながら、P.g.由来 LPS 刺激による IL-6 の遺伝子発現
に対する増強作用は認められなかった（図 5-C左）。さらに 24時間刺激後の培
養上清中における IL-6 のタンパク質量についても同様の傾向を示した（図 5-C
右）。興味深いことに HPDL P8は P30と比較し P.g.由来 LPS刺激に対して高
い IL-6産生を示した。以上より、老化 HPDLは炎症性サイトカイン産生やサ
イトカイン応答性に関して正常より高い反応を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
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図 5	 老化 HPDL における SASP タンパクの産生  

A) 継代数の異なる HPDLにおける IL-6、IL-8の遺伝子発現を、Real-Time PCR法を用いて

解析した（*:p<0.01 vs P5）。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

B) 継代数の異なる HPDLの培養上清に含有される IL-6、IL-8のタンパク質量を、ELISA法

を用いて定量解析した（*:p<0.01）。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なもの

を示す。 

C) 老化 HPDLを IL-1βおよび P.g.LPSにて刺激し、IL-6の遺伝子発現（左）、および培養上

中のタンパク質発現（右）を解析した（*:p<0.01）。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、

代表的なものを示す。 
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6. 老化 HPDL の機能解析 
	 老化細胞は、細胞分裂の停止により癌化からの回避を可能とする一方で、そ

の自己複製能の低下は臓器における組織リモデリングの遅延に関わる。歯根膜

細胞は、歯周組織の恒常性の維持の中心となる細胞であり、組織の創傷治癒•再

生のみならず、さまざまな生理作用を担う事が明らかとなっている。そこで、

これら生理作用に及ぼす HPDLの老化の影響について検討した。 
	 歯周組織の修復過程においては、損傷部位への組織構成細胞並びに幹細胞の

遊走、集積が必要である 32。そこで、PKH 染色した HPDL をタイムラプスイ
メージングで撮影し、老化 HPDL自身の自律な運動能を検討した。画像解析に
より、HPDLの移動軌跡を評価した結果、HPDL P30は P8と比較し、単位時
間あたりの細胞移動量の減少が認められた（図 6-A）。また細胞増殖については、
前述の実験結果（図 2-A）より、HPDLの細胞増殖能は P20付近から徐々に低
下し始め、P36 付近でほぼ停止することが明らかとなっている。さらに、細胞
数計測の際に用いたトリパンブルー染色の顕微鏡像より、増殖数の低下は細胞

死とは異なることが確認された。 
	 歯根膜細胞は、脂肪細胞、骨芽系細胞、軟骨細胞への分化能を有する間葉系

幹細胞としての性質を有することが明らかとされており 33、歯周組織の修復•再

生過程においてはセメント芽細胞、骨芽細胞などの硬組織形成細胞への分化、

成熟能が重要となる。そこで HPDLの硬組織形成能について、石灰化誘導培地
を用いた長期培養により検討した。その結果、HPDL P11は、石灰化誘導培養
30日において、Alizarin染色陽性の石灰化物並びに、Von Kossa染色に陽性の
硬組織様形成物を示した（図 6-B 左）。興味深いことに、HPDL  P14、P19、
P30と継代数の増加に伴い陽性細胞の減少を示した。また、石灰化誘導培養 20
日においてアルカリフォスフォターゼ (以下 ALP と略す) 活性を測定した結果、
P7、P13、P29、P33の HPDLは、継代数の増加に伴い ALP活性の著明な減少
を示した（図 6-B 右）。以上より、老化 HPDL では、細胞分化能、とりわけ硬
組織形成細胞への分化能の低下が示唆された。 
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図 6	 老化 HPDL の機能解析  

A) タイムラプスイメージングで撮影した画像を用いて、HPDLの移動軌跡を評価した（HPDL 

P8: 黄矢頭、HPDL P30: 赤矢頭）。h: 時間	 	 倍率 200倍 

同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

B) HPDLを石灰化誘導培地にて 30日間培養後の Alizarin染色像（左上段）、Von Kossa染

色像（左下段）を示す。20日間培養後の ALP活性を測定した結果を示す（右、*:p<0.01）。 
同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。  
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7. 老化 HPDL における ECM タンパク発現の検討 
	 細胞運動、増殖、分化の制御において、ECMタンパクが重要な役割を果たす
34-36。歯根膜は、セメント質と歯槽骨の間に存在する密な線維性結合組織であり、

その恒常性維持には歯根膜細胞からの Collagen等の ECMタンパクの産生が必
須である。そこで、HPDL に発現する ECM 関連タンパクの継代数の増加に伴
う遺伝子の発現変動を Real-Time PCR法を用いて解析した（図 7-A）。その結
果、継代数の増加に伴いⅠ型 Collagen、Periostin、Ⅲ型 Collagen、PLAP-1、
Fibronectin1、CTGF はその遺伝子発現が増加する傾向を認めた。次に、これ
らのタンパク質発現を HPDLの Lysatesを用いてWestern Blot法にて検討し
た（図 7-B）。その結果、Fibronectin1、CTGFについては遺伝子発現と相関し
たタンパク質発現パターンを示した。Ⅰ型 Collagen、Ⅲ型 Collagen、PLAP-1
は、継代数の増加に依存せず、恒常的に高いタンパク質発現を示した。興味深

いことに、継代数の増加に伴い遺伝子レベルでの発現増強を示した Periostinは、
タンパク質レベルにおいて、発現量の低下を示した。これより、老化 HPDLは
ECMタンパクの産生機構に変異が生じていることが示唆された。 
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図 7	 老化 HPDL における ECM タンパクの産生 
A) 継代数の異なる HPDLの ECM関連タンパクの遺伝子発現を解析した（*:p<0.01 vs P8）。 

同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

COL1A1:Ⅰ型Collagen、POSTN: Periostin、COL3A1: Ⅲ型Collagen、PLAP-1: PLAP-1、

FN1: Fibronectin1、CTGF: CTGF 

B) 継代数の異なる HPDLの ECM関連タンパクのタンパク質発現をWestern Blot法を用い

て解析した。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 
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8. 老化 HPDL における ECM タンパク分解機構の検討 
	 前述の ECMタンパク群において、遺伝子発現、タンパク質発現ともに継代数
に非依存性に恒常的な発現を示したⅠ型 Collagenと、遺伝子発現とタンパク質
発現のパターンが逆の相関を示した Periostin に着目し、その老化 HPDL にお
ける発現機構について検討した。HPDLの Lysatesを用いたWestern Blot法に
よる解析では、熱並びに還元条件下で変成させたタンパク質の可溶画分の検出

となる。そこで、HPDL細胞膜表面上のタンパク質の発現について、HPDLを
膜透過処理を行わずに免疫細胞染色することで比較、検討した。その結果、

HPDL P9と比較し P32においては、Ⅰ型 Collagen、Periostinともに発現が減
少する傾向を認められた（図 8-A）。この際に、膜透過処理下においてはタンパ
ク質の発現量に大きな差は認めなかった（データ示さず）。 
	 多くの ECMタンパク種は、細胞表面上のみならず細胞外に分泌されることが
明らかとなっている。そこで、HPDL の培養上清中のタンパク質発現量、すな
わち分泌タンパク質量についてELISA法を用いて定量的に解析した（図 8-B）。
成熟Ⅰ型 Collagen 生成時に生ずる C 末端ペプチド断片（以下 PIP と略す）に
対する抗体を用いた ELISA法より、その継代数に関わらず、高いレベルの成熟
Ⅰ型 Collagen量の産生が認められた。一方 Periostinは、継代数の増加に伴い
有意な発現量の減少を認めた。 
	 HPDL P32 における Periostin 遺伝子の転写量と細胞膜表面並びに培養上清
中のタンパク質量が相関しないメカニズムの一つとして、タンパク質翻訳後の

修飾機構が考えられる。Collagen や Fibronectin 等の様々な ECM タンパクが
細胞外でMMPsによる分解をうけその発現レベルが調節制御されることが明ら
かとされている。そこで、HPDLにおけるMMP-1、2、3、14の遺伝子発現レ
ベルを HPDL P6ならびに P32について Real-Time PCR法を用いて検討した
（図 8-C）。その結果、HPDL P32は P6と比較して、MMP-1、2、3、14の発
現レベルが、有意に増加していた。この中で、Collagen と Periostin の制御に
関わるMMP-1ならびにMMP-2のタンパク質量と酵素活性について検討した。
MMPは、潜在型酵素 Pro-MMPとして分泌される。培養上清中のタンパク質発
現を ELISA 法を用い定量した結果、Pro-MMP-1、MMP-2 の産生量は HPDL 
P32において顕著な増加を認めた（図 8-D）。培養上清を用いたザイモグラフィ
ーの結果、HPDL P32において MMP-1、MMP-2、MMP-3の酵素活性の増強
が明らかとなった（図 8-E）。 
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図 8	 老化 HPDL における ECM タンパク分解機構の検討  

A) HPDL P9、P32におけるⅠ型 Collagen、Periostinの免疫染色像を示す。（倍率 100倍） 

同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

B) 継代数の異なる HPDL の培養上清に含有される PIP（左）並びに Periostin（右）のタン

パク質量を、ELISA法を用いて定量解析した（*:p<0.01 vs P8）。同じ 3回の実験で得ら

れた結果のうち、代表的なものを示す。 

C) HPDLP6、P32 における MMPs の遺伝子発現を Real-Time PCR 法を用いて解析した

（*:p<0.01）。同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

D) 継代数の異なる HPDL の培養上清に含有される Pro-MMP-1（上段）並びに MMP-2（下

段）のタンパク質量を、ELISA法を用いて定量解析した（*:p<0.01 vs P10）。同じ 3回の

実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

E) ザイモグラフィーを用いて培養上清に含有される Pro-MMP-1、Pro-MMP-3（上段）、

Pro-MMP-2、MMP-2（下段）の酵素活性を評価した。同じ 3 回の実験で得られた結果の

うち、代表的なものを示す。 
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9. 老化 HPDL が産生するタンパクの機能解析 
	 次に老化 HPDLの産生する分泌タンパク質の生理作用について解析した。最
初に、HPDL P10を播種して作成した wound fieldに、HPDL P10あるいは P33
由来培養上清 (CM)を添加し 24時間培養を行う wound healing assayにより、
同上 CMが in vitro創傷治癒に及ぼす影響について検討した（図 9）。 
	 HPDL P10 CM添加群においては、対照群 (5%FBS含有)と比較して、細胞
移動量の増加が認められたが、HPDL P33 CM添加群では、細胞の移動量は対
照群と同等の低いレベルであった。前述の実験結果より、HPDL P33 CM は

Periostinの含有量が低い事があきらかとなっている。そこで HPDL P33 CM添
加群に Periostin 100 µg/mlを添加したところ、HPDL の移動量は、HPDL P10 
CM添加群と同レベルに回復した。さらに Periostin添加による移動量の増強効
果は抗 Integrin中和抗体添加の前処理によりその一部が阻害された。 
	 このことより、老化 HPDLにおける ECMタンパクの産生異常が、歯周組織
の創傷治癒に影響を及ぼすこと、その原因の一つとして Periostin産生量の低下
が関与することが示唆された。 
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図 9	 老化 HPDL が産生するタンパクの機能解析  

	 HPDLにおけるWound Healing Assayの、細胞のクリスタルバイオレット染色像（A）と、

その細胞移動量の画像解析結果（B）を示す。 Insert(+)：Insert未除去群、control：対照群（5%FBS

含有培地）、P10 CM：HPDL P10由来 CM添加群、P33CM：HPDL P33由来 CM添加群、P33 

CM+Periostin：HPDL P33由来 CMと Periostin（100 µg/ml）を添加した群、Anti-Integrin+P33 

CM+Periostin：抗 Integrin抗体（10 µg/ml）で一時間培養後に HPDL P33由来 CMと Periostin

（100 µg/ml）を添加した群（*:p<0.05） 

同じ 3回の実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

  



 31 

10.  HPDL の細胞老化のメカニズムの解析 
	 老化 HPDLの形質発現のメカニズムとして、miRNAによる機能制御につい
て着目した。miRNAは 20〜25塩基の短鎖ノンコーディング RNAで、相補配
列を持つ標的mRNAに結合し、タンパク質への翻訳の抑制や、mRNAそのも
のを不安定化することで機能を阻害する 37。配列相補性より、理論上は 1種類
のmiRNAが 100種以上の標的mRNAを制御することが予測されており、細胞
の増殖、分化、アポトーシス、代謝などに関わることで、生体の発生のみなら

ず疾患発症に深く関わる制御性の核酸分子である事が明らかとなってきている

38。また、最初に線虫で発見されたmiRNA である lin-4は線虫の寿命を制御す
るものであった 39,40ことから、miRNAの生理作用の一つとして、老化•寿命の
調節制御の重要性が考えられている。 
	 はじめに、P5、6、10、18、32、34の HPDLよりmiRNAを回収し、miRNA
アレイを用いてその発現プロフィールを検討した。現在、ヒトにおいては約 2000
種のmiRNAが報告されている 41が、HPDLにおいては約 360種の有意な発現
が確認された。発現プロフィールの類似性・独立性を評価する為に階層的クラ

スタリング解析を用いて検討した結果、継代数の近い群では類似した発現パタ

ーンを示すことが明らかとなった（図 10-A）。次に老化に伴う発現変動パター
ンを分類する為、K-meansクラスタリング解析を行った（図 10-B）。8種類の
発現パターンの中で、継代数の増加に伴い発現が増加するパターン（赤枠で表

す）に注目した。その中で、HPDL P34で発現が 2倍以上に増加したmiRNA
は 7種類であり、各々について標的遺伝子の探索を行った（データ示さず）。歯
周病は慢性炎症性疾患であること、歯根膜には間葉系の幹細胞亜集団が存在し

ていることから、炎症制御に重要なmiR-146aおよび幹細胞性に関連のある
miR-34aに着目した。miR-146aはリウマチなどの炎症局所において高発現し
ていること 42、NF-κBによりその発現が誘導され、炎症制サイトカインシグナ
ル経路においてネガティブフィードバック因子として機能することが報告され

ている 43。また、miR-34aは、体性幹細胞の初期化並びに長寿遺伝子の SIRT144

を制御することが報告されている。 
	 HPDLにおいて、老化に伴うmiR-146aの発現増加をマイクロアレイの結果
（図 10-C 左）ならびに Real-Time PCR法を用いて確認した（図 10-C 右）。
この際、miR-146aの発現のピークは図 5-Aに示した IL-6の遺伝子発現のピー
クと比較し、遅延することが明らかとなった。次に、miRNAの機能を解析する
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為に、mimic、すなわち内在性miRNA様の動向を示す２本鎖 RNAオリゴヌク
レオチドと、inhibitorすなわち標的miRNAを抑制する 1本鎖 RNAオリゴヌ
クレオチドを用いて検討した。P30以上の老化 HPDLにおいては、オリゴヌク
レオチドの導入が困難であったことから、P30より継代数の少ない老化早期の
HPDLを実験に使用した。この際に、Controlのオリゴヌクレオチドを導入し
た老化早期の HPDLにおいて IL-6の遺伝子レベルが高発現であったことより、
老化形質が誘導されていることを確認した（図 10-D, H）。HPDLにmiR-146a
のmimic並びに inhibitorを導入し、IL-6の発現を解析した。その結果、mimic
の導入により IL-6の遺伝子発現並びに培養上清中の IL-6の産生量は減少する
一方、HPDL P24においては inhibitorの導入により IL-6の遺伝子発現が増加
した（図 10-D）。このことから、HPDLにおいてmiR-146aが加齢性の炎症反
応を制御することが示唆された。 
	 次に、幹細胞の制御に関わるmiR-34aについて HPDLにおける発現を検討し
た。HPDLにおいて、老化に伴いmiR-34aの発現増加を確認した（図 10-E）。
その一方miR-34aの標的遺伝子の SIRT1は老化に伴い、遺伝子発現、タンパ
ク質発現ともに減少した（図 10-F）。実際に HPDLにmiR-34aのmimicを導
入した結果、SIRT1の遺伝子発現、タンパク質発現が減少した（図 10-G）。mimic
を導入した際に IL-6と Periostinの遺伝子発現は増加し、さらに Periostinに関
しては inhibitor導入により遺伝子発現が減少した（図 10-H）。このことから、
老化HPDLにおいては、miR-34aにより制御されるヒストンの修飾機構により、
炎症性サイトカインや ECMタンパクなどの発現が制御されていることが示唆
された。 
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図 10	 HPDL の細胞老化のメカニズムの解析  

A) miRNAアレイにおける階層的クラスタリング解析の結果を示す。 

B) miRNAアレイにおける K-meansクラスタリング解析の結果を示す。 

C) 継代数の異なるHPDLにおけるmiR-146aの発現を、miRNAアレイ（左）、Real-Time PCR

法（右）を用いて解析した（*:p<0.01）。PCR の結果に関しては、同じ 3 回の実験で得ら

れた結果のうち、代表的なものを示す。 

D) HPDL P8、P24に miR-146aの mimic並びに inhibitorを導入した際の IL-6の遺伝子発

現を Real-Time PCR法（左）を用いて、タンパク質発現を ELISA法（右）を用いて解析

した。（**:p<0.01、*:p<0.05）。c：control、m：mimic、i：inhibitor 。同じ 3 回の実験

で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

E) 継代数の異なるHPDLにおけるmiR-34aの発現をmiRNAアレイ（左）、並びに Real-Time 

PCR法（右）を用いて解析した（*:p<0.01）。PCRの結果に関しては、同じ 3回の実験で

得られた結果のうち、代表的なものを示す。 

F) 継代数の異なる HPDL における SIRT1 の遺伝子発現を Real-Time PCR 法（左）を用い

て、タンパク質発現をWestern Blot法（右）を用いて解析した（*:p<0.01）。同じ 3回の

実験で得られた結果のうち、代表的なものを示す。 
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G) HPDL P7、P27に miR-34aの mimic並びに inhibitorを導入した際の SIRT1の遺伝子発

現を Real-Time PCR法（左）を用いて、タンパク質発現をWestern Blot法（右）を用い

て解析した（*:p<0.01）。c：control、m：mimic、i：inhibitor 。同じ 3 回の実験で得ら

れた結果のうち、代表的なものを示す。 
H) HPDL P7、P27に miR-34aの mimic並びに inhibitorを導入した際の IL-6、Periostinの

遺伝子発現を Real-Time PCR法を用いて解析した（*:p<0.01）。同じ 3回の実験で得られ

た結果のうち、代表的なものを示す。 
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考察 
 

個体の老化の原因としては、外的要因と内的要因が考えられる。生活環境な

どの外的要因に対し、内的要因としては、ROS、DNAダメージ、ミトコンドリ
アの障害などに誘導される細胞レベルの老化、すなわち細胞老化が有力と考え

られている。細胞老化は、細胞死とは異なり、老化細胞が除去されることなく

ストレス負荷の状態で臓器に蓄積されることから、様々な病態への関与が注目

されている。これまでに、臓器の老化が各種疾患発症に関与することは、糖尿

病、心筋梗塞、リウマチ性疾患、パーキンソン病において報告されている。そ

の病態発症のメカニズムの一つとして、老化細胞が SASP タンパクの産生を介
して、慢性炎症を誘導することが明らかとなっている。 
しかしながら、老化と歯周病の関連についての詳細な検討は未だ十分になさ

れておらず、歯周組織の恒常性維持や歯周病の病態形成における細胞老化の意

義については明らかとなっていない。本研究では、マウス歯周組織における老

化の影響を in vivo モデルを用いて解析した。また初代培養ヒト歯根膜細胞
（HPDL）を用いた in vitro 細胞老化システムを樹立することで、その細胞老
化の生理学的および病態生理学的意義を検討することを目的とした。 
	 高週齢マウスにおいては、SA-β-GAl陽性の老化細胞は骨、歯根膜、歯髄、歯
肉結合組織で観察され、その中でも歯根膜には SA-β-GAl強陽性の細胞が多く存
在することが明らかとなった（図 1）。細胞の種類によって、細胞老化あるいは
細胞死の運命系譜が異なる事が報告されていることから、この実験結果は重要

な知見と考えられる。マウスの初期発生過程においては、細胞老化現象が確認

されている 45ことから、定常状態の細胞老化が、歯根膜の恒常性維持を担って

いる可能性が示唆される。また、老化個体の冠動脈を用いた研究では、同部の

血管内皮細胞において SA-β-GAl 陽性細胞が多く存在するとの報告がなされて
いる。歯根膜中の血管内皮においても SA-β-GAl陽性の老化細胞が認められたこ
とは、同様の病態形成のメカニズムが歯周病にも関与する事を示唆するもので、

興味深い。 
	 生体内の加齢による細胞老化の現象を再現する為に、in vitroの実験系で継代
培養の繰り返しによる、テロメアの短縮にもとづいた複製老化を誘導する手法

を選択した。その結果として、老化 HPDLにおいては、ミトコンドリアの異常
構造並びに ROS の蓄積が認められた（図 3）。ミトコンドリアの異常にテロメ
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アの短縮は直接関与しないことから、複製老化に伴うオートファジーなどの膜

融合システムの異常が関与しているものと考えられる。この際に生じた細胞内

ROS は、DNA を傷害する老化誘導刺激として、染色体のエピジェネテックな
変異を伴う SAHFの誘導に、テロメア短縮と共に関与したものと考える。また、
口腔細菌種には ROS産生菌も存在すること 47から、細菌感染に依存する歯周組

織の ROS誘導性の細胞老化の可能性が示唆され大変興味深い。 
	 本研究では、老化 HPDLの病態生理学的作用の一つとして、炎症に関わる
SASPタンパクに注目している。実際に、SASP現象は、線維芽細胞、上皮細胞、
血管平滑筋細胞、免疫担当細胞などの細胞種において報告されており、オート

クライン的に自己に作用し老化を促進すること 48,49、パラクライン的に他の正

常細胞の増殖に抑制的に働くこと 50、さらには癌の進展には促進的に働くこと

51が明らかとなっている。老化 HPDLは、代表的な SASPタンパクとして報告
のある IL-6、IL-8、MMPsを遺伝子レベルならびにタンパク質レベルで高発現
していた（図 5-A,B、図 8-C-E）。また、SASP分泌タンパクとして報告のある、
TGF-β、TNF-α、GROα、MCP-1の遺伝子レベルでの高発現を確認した（デー
タ示さず）。HPDLにおいて、他の細胞種でも確認されている SASPタンパクの
高発現が認められたことは、老化性の慢性疾患と歯周病において共通の基礎病

態の存在を示唆するものである。しかし老化歯周組織における SASPタンパク
の産生は、炎症の増強に作用するものか、免疫担当細胞を誘導する事で老化細

胞のクリアランスに作用するものか不明であり、今後の重要な検討すべき課題

と考えている。また老化小動物を用いた in vivo 歯周病実験モデルの解析並びに
高齢者を対象とした歯周組織の臨床疫学調査や、保存困難で抜歯した歯などの

試料の解析が SASPタンパクの“Clinical Relevance”の確立に必要と考えて
いる。現在、細胞培養上清の質量分析解析により、老化 HPDLに特異的な分泌
蛋白の同定に取り組んでいる。これらの分子は、歯周病の新規の病態マーカー

としての活用が期待される。 
マウス由来歯肉線維芽細胞を用いた P.g. 感染実験では、高週齢マウス由来歯
肉線維芽細胞は若週齢マウス由来のものと比較し IL-6の遺伝子発現が低いとの
報告がある 52。そこでHPDLの炎症性刺激に対する免疫応答を検討するために、
炎症性サイトカインとして SASP タンパクの一つである IL-1βと、細菌因子と
して P.g.由来 LPSを用いて刺激し、比較した。老化 HPDLは IL-1β刺激により
IL-6の著しい発現増強を示す一方、P.g.由来 LPS単独刺激に対しては低応答で
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あった（図 5-C）。また、IL-1βと P.g.由来 LPSの共刺激においても、IL-6の発
現の増強は認められなかった。老化 HPDLは定常状態で慢性炎症状態にあるこ
と、さらには外部からの炎症性サイトカイン刺激に応答して炎症反応が増強す

ることが示唆された。老化 HPDLにおける炎症性サイトカイン高産生の原因と
して、DNAダメージシグナルによって活性化された、NF-κBによるサイトカイ
ンシグナルの増幅機構を確認している（データ示さず。）老化 HPDL における
細菌刺激に対する低応答性の原因として、歯肉線維芽細胞に比し、歯根膜細胞

は Toll like receptor（以下 TLRと略す）の発現が低いことが考えられる（デー
タ示さず）。また、細胞内において、MyD88、IRAK等は細胞内シグナル伝達の
アダプタータンパクとして機能するが、老化 HPDL においては、TLRs の細胞
内ドメインに結合するはずのMyD88、 IRAKが IL-1 Receptor、TNF Receptor
に結合する事で競合阻害が生じている可能性が考えられる。老化 HPDLにおけ
る細菌刺激に対する低応答性がどのような病態生理学的意義を有するかについ

ては、in vivo 動物モデルでの検討が必要と考えられる。 
老化 HPDLの形態学的な変化として、肥大化が認められ（図 2-D）、また機能
的な変化として自律的な運動能の低下が認められた（図 6-A）。その分子機構と
しては、細胞骨格を構成する Actin、ECMタンパクと細胞表面接着分子との相
互作用、老化細胞により高産生が報告されている Wnt53による細胞極性の制御

などが考えられる。私たちの研究室では、歯根膜に特異的な ECMタンパクが、
細胞の増殖•分化 54、組織の修復治癒、免疫応答 55に重要な役割を担っているこ

とを見いだしている。そこで、本研究では、SASP現象以外の歯根膜に特徴的な
生理作用として、歯根膜における ECMタンパクに着目した。Periostinは歯根
膜細胞に特徴的に高発現している ECM タンパクの一つであり、幹細胞の遊走

56、硬組織形成細胞への分化 57に重要な役割を演じている。In vivoにおける上
皮創傷治癒モデルでは、Periostinのノックアウトマウスにおいてその創傷治癒
が低下すること、ヒト表皮角化細胞を用いた wound healing assay では
Periostinの強発現により細胞増殖の促進が報告されている 58。本研究での老化

HPDLにおける解析の結果、Periostinの遺伝子発現とタンパク質発現のパター
ンは相関しないことが明らかとなった。すなわち老化に伴いその遺伝子発現は

増加する一方、タンパク質発現は減少する傾向が顕著に認められた。この原因

として、老化に伴い産生が増加する TGF-βの刺激により Periostin 遺伝子の転
写量は増加するが、SASPタンパクの一つであるMMPsによって生合成された
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Periostinが分解された可能性が示唆された。しかしながら、老化 HPDLにおい
ては、抗体では認識されない完全長ではない Periostinのタンパク質分解産物が
存在、機能している可能性は排除できず、タンパク質発現レベルの変動につい

てはさらなる検討が必要と考えられる。 
	 老化 HPDL由来 CMを用いて、老化 HPDLが正常 HPDLにパラクライン的
に与える影響をWound Healing Assayの手法を用いて評価した。前述の実験結
果（図 8D,E）より、老化 HPDLの CM中にはMMP-1、2、3の高産生が認め
られた。そこで老化 HPDLの CMにMMPsの阻害剤を添加し正常 HPDLの移
動量について検討したが、回復は見られなかった（データ示さず）。理由として

レシピエントの細胞がHPDL P10でありMMPsによる分解に非依存性の ECM
タンパクが豊富に分泌されることにより、阻害剤の効果が検出されなかった可

能性が考えられる。さらに、老化 HPDL では Periostin の分泌量が減少してい
ること、老化 HPDL由来 CMへの Periostinの添加により、正常 HPDLの移動
量は回復することが明らかとなった（図 9）。Periostinは組織修復マクロファー
ジの遊走を促進させ、組織の創傷治癒を促すことが報告されている 59。このこ

とより、正常 HPDL から分泌される Periostin のような ECM タンパクの補充
療法が、老化歯周組織の治癒の促進をはかる新たな治療への展開が期待される。 
	 老化における miRNA の役割は細胞、臓器、個体レベルで多く報告されてい
る。無脊椎動物の個体レベルの老化を制御する miRNA は数多く同定され、哺
乳類でも組織特異的な老化に関連する多くの miRNA が判明している。そこで
本研究では老化 HPDL に特異的な発現変動を示す miRNA を同定するため、
miRNAアレイ解析を行った。 
	 歯周病は慢性炎症性疾患であることに着目し、はじめに老化と慢性炎症に深

く関与する miR-146aについて詳細に解析した。miR-146aは NF-κBにより誘
導され、炎症性サイトカインシグナル経路において機能する制御因子として報

告がなされており 60、線維芽細胞においては miR-146a と相補配列を持つ標的
遺伝子 IRAKの阻害によりNF-κBをネガティブフィードバックに制御すること
で、IL-6、IL-8の分泌量は減少するとの報告がなされている 61。HPDLにおい
てもmiR-146aの導入もしくは阻害により、IL-6の発現が制御された（図 10-D）。
また、miR-146aは継代数の増加に伴い発現が上昇し、その発現のピークは IL-6
の遺伝子発現のピークよりも後半にあることから、HPDL においても加齢に伴
う炎症性サイトカイン産生を収束させるネガティブフィードバック因子として
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の役割が示唆された（図 5-A、図 10-C）。すなわち、miR-146aは、老化 HPDL
における正常な炎症反応を抑制することで、免疫システムを回避し、炎症の慢

性化に関与することが示唆された。 
	 miR-34aはがん抑制遺伝子である p53により発現が誘導され、細胞周期を制
御するサイクリン依存性キナーゼ CDK4/6、アポトーシスを抑制する BCL2、長
寿遺伝子と呼ばれるニコチンアミド依存性脱アセチル化酵素 SIRT1と相補配列
をもち、機能を制御することが報告されている 62。実際に、miR-34a 導入によ
り HPDLにおいて SIRT1の発現が抑制され、IL-6並びに Periostinの発現は上
昇した（図 10- G,H）。SIRT1が線維芽細胞において IL-6のプロモーター領域
に結合する事が報告されている 63。老化 HPDLにおいてはmiR-34aの高発現に
より、SIRT1 の発現が低下し、IL-6 プロモーター領域のヒストンの Lysine の
アセチル化が促進されることで IL-6の転写量が増加したことが示唆される。ま
たmiR-34aノックアウトマウス由来体細胞に Oct3/4, Klf4, Sox2, c-Mycを導入
すると、野生型の細胞の場合と比較し再プログラム化効率が上昇したことから、

miR-34aが幹細胞性に関わることが報告されている 64。HPDLは継代数の増加
とともに、硬組織形成細胞への分化能が低下していた（図 6-B）。初代培養 HPDL
は、幹細胞能亜集団を含むヘテロな細胞集団であることから、老化による硬組

織形成物の減少が、miR-34a による Periostin や CDK4/6 の調節にもとづいた
幹細胞能の機能制御によるものか、幹細胞数の減少によるものかについては今

後の研究課題の一つとしている。 
	 本研究結果より、加齢性の個体の老化により、歯周組織の骨吸収が顕著に亢

進すること、その際に、歯根膜の細胞老化が亢進することが示唆された。実際

に、ヒトの初代培養系細胞により樹立された老化 HPDLは、SASPタンパクの
産生を介して、細菌刺激に非依存性に炎症応答に関与することが示唆された。

また、歯根膜老化に伴う ECMタンパクの異常が、歯根膜の自己修復能の低下と、
炎症性免疫担当細胞の遊走を伴う生体バリアの破綻に関与することが示唆され

た。HPDL の細胞老化におけるエピジェネテックな分子機構として、miRNA
の関与が示唆された（図 11）。 
	 臨床において、高齢者における歯周病は他の糖尿病や血管梗塞性疾患などの

慢性炎症性疾患とともに難治性である。さらに、全身性疾患に罹患していない

高齢者においても、血中の炎症性サイトカイン濃度の上昇が報告されている 65。

その原因の一つとして、歯周組織における老化細胞が、SASPタンパクや ECM
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タンパクの異常を介して慢性炎症の誘導、組織修復の抑制に働くこと、さらに

は歯根膜細胞自身の機能低下により、組織の機能不全や幹細胞性の破綻が誘導

されることが強く示唆された。 
	 超高齢化が急速に進行する日本においては、平均寿命の延長とともに難治性

の慢性疾患の罹患率が急上昇し、健康寿命の延長が社会的な課題である。口腔

領域においても、2013年度歯科疾患実態調査の結果より、80歳で 20本以上の
歯を有する者の割合は 38.3％と向上したが、ほぼ全員が中等度以上の慢性歯周
病に罹患していることが報告されている。高齢者においては、細菌除去を目的

としたスケーリングや抗生剤の投薬からなる定期的なメインテナンス療法のみ

では、歯周治療のコントロールは困難である場合が多い。本研究成果によって

明らかとなった、慢性炎症、ECMタンパクの異常といった老化形質を標的とす
る、核酸医薬による抗炎症療法、ECMタンパク補充療法などの開発が、歯根膜
の老化制御を介した歯周病の発症や進行を抑制するのみならず、全身疾患の制

御につながる新たな治療法の可能性があり、歯科治療分野への応用が期待され

る。 
	  

 
図 11	 作業仮説	 
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結論  

	 

本研究結果より以下の結論を得た。 
1. 加齢により歯周組織の破壊が進行し、その部位においては歯根膜における
老化も亢進していることが示された。 

2. 老化ヒト歯根膜細胞は炎症性サイトカインなどの SASP タンパクを高発現
し、慢性炎症への関与が示唆された。 

3. 老化ヒト歯根膜細胞の ECMタンパクの異常を介して細胞の増殖、遊走、分
化に影響を及ぼし、歯周組織の機能不全を招く可能性が示唆された。 

4. 老化ヒト歯根膜細胞においては miR-146a、miR-34a の発現増加により老
化形質が制御されることが示唆された。 
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