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FGF-2により誘導される血管新生に対する歯根膜細胞の関与

柳田　学＊，村上　伸也＊

（平成 27 年 6 月 8 日受付）

はじめに

　種々の疾患に対してリコンビナントサイトカインを
治療薬として応用しようとする試みが進められている。
歯周治療学の分野においても1990年代初頭より，サイ
トカインを局所投与することにより歯周組織欠損部周
辺組織，特に歯根膜細胞を活性化して歯周組織再生を
誘導しようとする検討がなされ，サイトカイン療法は
次世代の歯周組織再生療法として大いに期待されてい
る1,2）。我々の研究室では，ビーグル犬およびカニクイ
ザルを用いた実験的歯周病モデルにおいて，歯周組織
欠損部へリコンビナント塩基性線維芽細胞増殖因子
（Fibroblast Growth Factor-2，以下 FGF-2 と略す）を
局所投与することにより，歯槽骨やセメント質の新生
を伴った理想的な治癒像を呈する歯周組織再生を強く
誘導することを明らかにしてきた3‒5）。さらに，ランダ
ム化比較試験による第Ⅱ相臨床試験にて，2壁及び3壁
性骨欠損部への 0.3％ FGF-2 の投与が，プラセボ群と
比較して有意な新生歯槽骨新生を誘導すること，同治
験中に安全性上問題になるような事例を認めないこと
を報告してきた6,7）。
　FGF-2はヘパリン結合タンパクファミリーの1つで，
組織発生の過程における中胚葉誘導，血管新生，筋細
胞の分化，軟骨細胞の増殖，細胞外基質産生の調節な
どに関与し，間葉系細胞や神経胚由来細胞に幅広く作
用するサイトカインである8）。これまでの当研究室での

in vitroの解析から，FGF-2 による歯周組織再生誘導
には，①歯根膜細胞に対する増殖促進作用と，②細胞
外基質の産生制御と血管新生に代表される再生部位に
おける局所環境整備9,10），という2つの機序が関与して
いるとの仮説を立てている。すなわち創傷治癒や組織
再生の場においては，細胞増殖とそれを支える局所環
境の整備が重要であり，増殖した細胞に栄養を供給す
るための血管新生は不可欠なイベントである。FGF-2は
血管内皮細胞に直接作用し，その遊走・増殖を促すこ
とで血管新生を誘導する。我々の研究室においてもイ
ヌ 3壁性骨欠損部に FGF-2 を投与した際，FGF-2 投与
1週間後に新生血管が強く誘導されることを組織学的に
確認している11）。しかしながら，FGF-2誘導性の歯周組
織再生時における，FGF-2 とその他の血管新生誘導因
子との関与，血管新生に関与する細胞動態については
未だ十分には明らかとされていないのが現状であった。
血管新生の過程においては FGF-2 のみならず様々なサ
イトカインの関与が知られており，その中でも中心的
役割を果たすものとして血管内皮細胞増殖因子
（Vascular Endothelial Growth Factor，以下VEGFと略
す）-Aが挙げられる。VEGF-Aは血管形成および脈管
形成に関わる糖タンパクであり，主に血管内皮細胞上
に存在する受容体型チロシンキナーゼの一種である
VEGF受容体と特異的に結合し，血管内皮細胞の増殖，
透過性亢進や管腔形成促進，内皮細胞からの生理活性
物質産生誘導を引き起こすことが知られている12）。
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　さらに，創傷治癒や組織再生の過程を制御する重要
な機序の一つとして，細胞間相互作用が挙げられる。生
体内は多種多様な細胞種によって構成されており，そ
の細胞同士の直接的な相互作用がその後の細胞動態に
重要な役割を果たすことは明らかである13）。しかしなが
ら，FGF-2 により誘導される歯周組織再生の過程にお
いて，このような細胞間の相互作用がどのように関与し
ているのかについてはほとんど検討されていない。そこ
で本研究14）では，FGF-2 により誘導される歯周組織再
生過程において，血管新生部位に誘導される VEGF-A

と歯根膜細胞が血管新生にどのように関与しているか
について注目し，FGF-2 刺激後の歯根膜細胞を起点と
した血管新生に関する細胞動態について検討を行った
ので概説する。

FGF-2 が歯根膜細胞による
VEGF-A 発現に及ぼす影響

　マウスの歯根膜組織より樹立したクローン細胞
MPDL22に FGF-2刺激を加えた際の VEGF-Aの発現を 

mRNAおよびタンパクレベルで検討したところ，FGF-2
の濃度依存的にそれらの発現が誘導された。次に，
VEGF受容体の発現についても検討を行ったところ，
MPDL22 において FGF-2 濃度依存的に VEGF受容体の
発現が誘導された。ヒト由来歯根膜細胞株においても
同様の結果が得られた。以上の結果より，FGF-2 刺激
により誘導された VEGF-Aは血管内皮細胞に作用する
のみならず，歯根膜細胞上に発現した VEGF受容体を
介して，オートクライン・パラクライン的に歯根膜細
胞に結合している可能性が示唆された。

FGF-2・VEGF-A 共刺激が歯根膜細胞の
遊走活性および血管内皮細胞の管腔形成能に

及ぼす影響

　まず VEGF-Aおよび FGF-2 存在下における MPDL22
の遊走能の変化について検討した。以前我々は，FGF-2
は MPDL22 の遊走能を増強すると報告している15）。本
研究において，VEGF-Aによる MPDL22 遊走能を検討
したところ，VEGF-A単一刺激では MPDL22 の遊走能
の変化はほとんど認められなかった。一方，FGF-2・
VEGF-A共刺激存在下でのMPDL22の遊走能はFGF-2，
あるいは VEGF-A単一刺激時と比較して相乗的に上昇
した。図 1（A）に細胞遊走能を評価する創傷治癒試

験の結果を示す。FGF-2，VEGF-A単一刺激により中央
の無細胞部へのMPDL22の遊走が促進するのみならず，
FGF-2・VEGF-A共刺激によりその細胞遊走が著明に刺
激された。図 1（B）は，図 1（A）の遊走した細胞量
を数値化したものである。
　VEGF-Aと FGF-2 は，共に直接血管内皮細胞に作用
し，血管内皮細胞の増殖・遊走・血管管腔形成に影響
を及ぼす。そこで我々は，FGF-2 誘導性の歯周組織再
生過程において，投与された FGF-2と FGF-2刺激を受
けた歯根膜細胞より産生される VEGF-Aとが歯周組織
局所において協調的に血管新生を制御するとの仮説を
立て，FGF-2 および VEGF-Aの共刺激が血管内皮細胞
の形態変化に及ぼす影響について検討を行った。そこ
で，3 次元培養を行うため Matrigel内にマウス血管内
皮細胞 b.End5を播種し，細胞の形態変化について検討
を行った。FGF-2 および VEGF-A 単一刺激による
b.End5 の培養を行ったところ，FGF-2 および VEGF-A

の濃度依存的に，血管内皮細胞の血管管腔様形態への

図 1　FGF-2 および VEGF-A 共刺激による
MPDL22 の遊走能の亢進　 　

（A）創傷治癒実験の結果
（B）（A）における中央の無細胞部に遊走した細胞の画像
解析を行い，遊走細胞面積を算出した。無刺激時に遊走し
た細胞面積を 1とした。ID番号はそれぞれ（A）における
結果に相当する。平均値±標準偏差を示す。*p<0.05 v.s. 
non-stimulation.　文献 14 より改変・転載
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図 2　MPDL22 との共刺激が 3次元培養時の bEnd5 の
形態変化に及ぼす影響　　　　　　　  　

（ A）MPDL22 単独，bEnd5 単独，あるいは MPDL22 と
bEnd5 を共培養（細胞接触の有無）して産生される
VEGF-Aタンパク量を測定した。グラフにおける番号 3 は
MPDL22 と bEnd5 を同一 well 内に混ぜて培養したもの，
番号 4 は Transwell を用いて上層に MPDL22 を，下層に
bEnd5 を播種して他種間で細胞が接触しない条件下におい
て同一培養液中で 48 時間培養したものである。
（B）番号 1 は MPDL22 と bEnd5 を FGF-2 存在下で培養
したもの。番号 2は番号 1にさらに抗 VEGF-A中和抗体を
添加したもの。番号 1で形成された管腔が，番号 2ではほ
とんど消失している。文献 14 より改変・転載

変化が認められた。また，それぞれ単一刺激では細胞
形態に著変は認められない低濃度の FGF-2 あるいは
VEGF-Aは，その濃度における共刺激条件下では，血
管内皮細胞の著明な管腔様形態変化を誘導した。以上
の結果から，FGF-2 と VEGF-Aは歯根膜細胞の遊走，
血管内皮細胞の管腔形成能を協調的に誘導，促進させ
ることが明らかとなった。

歯根膜細胞と内皮細胞の共培養により
誘導される血管管腔様形態変化

　生体内においては様々な細胞種の細胞間クロストー
クにより，生体内の複雑なイベントを制御している。す
なわち FGF-2を添加した際の歯周組織再生モデルを in 

vitroにて構築する上で，歯根膜細胞と周辺に存在する
細胞との相互作用を考慮することは重要であると思わ
れる。そこで，歯根膜細胞と血管内皮細胞を共培養す
ることにより誘導される，異種細胞間の相互作用につ
いて検討を行った。
　Matrigelで b.End5を培養しても著明な形態変化を認
めないが，MPDL22 と共培養した場合において，細胞
の血管管腔様形態変化を認めた。また，この変化は
FGF-2を添加することにより，さらに増強した。生体内

の成熟血管で見られるペリサイトと血管内皮細胞との
比率は 1：1から 1：10と報告されており15），本研究に
おいても予備実験においてこの範囲内の比率である1：
4にて細胞形態変化が最も顕著に認められたため共培養
系実験においては，歯根膜細胞と血管内皮細胞との比
率を1：4とし，以下の検討を行った。加えて，MPDL22
と b.End5の共培養時におけるVEGF-Aの発現量を検討
した。
　MPDL22と b.End5を共培養（細胞間接触あり）した
際，MPDL22，b.End5 単独群と比較して VEGF-Aの有
意な産生上昇が認められた（図2A）。この結果から，歯
根膜細胞・血管内皮細胞を共培養した系において血管
管腔様形態変化を認めた一因として，MPDL22 と
b.End5 の共培養により，異細胞間の接触・接着によっ
て誘導された VEGF-Aの関与が想定された。そこで，
MPDL22と b.End5の共培養系に抗VEGF-A中和抗体を
加えたところ，歯根膜細胞と内皮細胞との共培養によ
って誘導促進される管腔様形態変化は抑制された（図
2B）。以上の結果より，MPDL22，b.End5 の共培養に
よって誘導・産生される VEGF-Aが細胞の形態変化の
一端を担っている可能性が示唆された。

歯根膜細胞と血管内皮細胞の共培養時における
細胞動態および歯根膜細胞のペリサイト様

変化に対するについての検討

　MPDL22 を緑色，b.End5 を赤色で染め分け，各々の
細胞がどのように移動し配列してゆくかを共焦点顕微
鏡を用いて検討を行った。興味深いことに，管腔形態
を示す血管内皮細胞（赤色）周囲にペリサイト様に歯
根膜細胞（緑色）が付着する像を認めた（図 3）。さら
に，MPDL22と b.End5の共培養により各々の細胞がど
のように遊走・接着するのかを観察する目的で，Time-

lapse assayを行った。その結果，管腔を形成する血管
内皮細胞に近接して歯根膜細胞が遊走，配置される像
を得た。
　これまでの結果から，歯根膜細胞と血管内皮細胞間
の共培養によって誘導される細胞間相互作用として
VEGF-A産生が亢進することと血管内皮細胞の管腔形
成能を亢進することに加え，歯根膜細胞が管腔形成を
する外傍に管腔を支持するように移動・配置すること
が明らかとなった。とりわけ，共培養時の歯根膜細胞
の配置の様子が，毛細血管に付着するペリサイトと類
似することから，歯根膜細胞が周囲微小環境の変化に

(A)

1: MPDL22

2: bEnd5

3: Coculture of MPDL22/bEnd5 with cell-to-cell interaction

4: Coculture of MPDL22/bEnd5 without cell-to-cell interaction
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よりペリサイト様性質を有する細胞へと形質を変化さ
せる可能性が考えられた。ペリサイトのみに発現する
特徴的な表面分子は存在しないが，ペリサイトに顕著
に発現している表面抗原として，Chondroitin sulfate 

proteoglycan NG2（以下 NG2 と略す）が挙げられる。
　そこで，フローサイトメーターにて，MPDL22 上の
NG2の発現を確認した。またNG2の発現は，FGF-2と
VEGF-Aの共刺激によりMPDL22上で有意に上昇した。
以上の結果から，歯根膜細胞にはペリサイトと共通す
る遺伝子を発現し，周囲微小環境によってペリサイト
様性質を有する可能性が示唆された。

おわりに

　本研究において，我々は血管新生という観点から，
FGF-2 投与を起点とした歯根膜細胞と内皮細胞の細胞
間相互作用が，歯周組織再生にふさわしい局所環境の
創出に寄与している可能性を見出した。すなわち，
FGF-2 が直接血管内皮細胞に作用するだけでなく，
FGF-2 刺激により歯根膜細胞から産生誘導された血管
新生因子（VEGF-A）が血管内皮細胞の遊走に関与す
るとともに歯根膜自身の増殖・遊走にも影響を及ぼす
ことが明らかとなった。このことは FGF-2 誘導性歯周
組織再生時，とりわけ血管新生時の細胞動態および歯
根膜細胞の機能の一端を示しており，歯周組織再生の

メカニズムの解明に新たな情報をもたらすものと思われ
る。
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