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緒言 

 

解剖学的構造や生理的機能の違いにより、局所酸素濃度は器官や組織ごとに

適切に調節されており、同部の恒常性の維持と密接に関与している。しかしなが

ら、創傷治癒過程(1, 2)、メカニカルストレスがかかった際(3)、炎症(4, 5)などの生体

反応時、あるいは虚血性疾患(6)や腫瘍(7)、線維症(8)等の病態においては、各組織

における局所酸素濃度が定常状態と比較し低下するために低酸素状態が誘導さ

れることになる。低酸素状態に陥ると、酸素供給を増加させるために vascular 

endothelial growth factor 等の血管誘導因子が産生され(9)、マクロファージや血

管内皮細胞の遊走(10)が活性化することで血管新生(11)が誘導される等の反応が生

じる。一方で、酸素消費を減少させるために酸素依存的なミトコンドリアにおけ

るエネルギー代謝からミトコンドリア非依存性のエネルギー供給への変換(12)や、

場合によっては細胞死誘導(13)等の反応が生じる。このような局所酸素濃度の低

下に対する生体反応を一般に低酸素応答と呼ぶ。 

低酸素応答の機序については様々な分子機構が知られているが、低酸素環境

下にて発現が上昇する hypoxia inducible factor（以下、HIF と略す）が中心的

な役割を担っている(14)。HIF は、サブユニットとサブユニットで構成される

ヘテロ二量体である。HIF-は酸素濃度に依存せず安定して存在する(15)が、サ

ブユニットには 1~3 までの 3 つのアイソフォームが存在し、そのうち HIF-1

と HIF-2は、通常の酸素濃度下では水酸化酵素である prolyl hydroxylase（以

下、PHD と略す）による水酸化を受け、ユビキチン E3 リガーゼである von 

Hippel-Lindau 酵素によってユビキチン化された後、プロテアソームにより分

解される(16)。この PHD による水酸化は酸素を必要とするため、低酸素環境では

PHD による水酸化が阻害され、HIF-が安定化することになる。安定化した

HIF-は HIF-とヘテロ二量体を形成し、核内へ移行し、ターゲット遺伝子のプ

ロモーターまたはエンハンサー領域に存在する hypoxia response element（5’-

ACGTG-3’もしくは 5’-GCGTG-3’）と結合し、さらに転写共役因子である

p300/CBP と相互的に作用することによって転写を制御する(17, 18)。 

細胞外基質は、生体組織に機械的強度や柔軟性、可塑性を与え、周囲の細胞が

接着する際の足場、組織や器官の形成、維持に重要な役割を担っている。さらに、

細胞外基質は細胞膜状に発現するインテグリン等の分子を介してシグナル伝達

することで、発生、分化、免疫応答、血液凝固、創傷治癒などの多様な生体反応

を制御する。近年、低酸素応答の一つとして細胞外基質の産生制御が、生理学的、

ときには病態生理学的に重要な役割を果たすことが報告されている。例えば、創

傷治癒過程における低酸素環境によって産生誘導された細胞外基質は、細胞遊
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走の足場として機能するばかりか成長因子の保管庫としての役割を果たし、最

終的には組織を修復する構成因子として必須である。また血管新生の過程にお

いては、血管内皮細胞が低酸素環境下にて血管基底膜の主要な構成分子である

IV 型コラーゲンに加え、Thrombospondin や Angiopoietin-like 4 などの

matricellular タンパクを産生することにより新生血管を安定化させると報告さ

れている(19)。一方で、創傷治癒過程における炎症反応が遷延化すると、局所に

おける低酸素環境が持続し、過剰な細胞外基質の産生が誘導された結果、線維症

や瘢痕化の原因となる(20)。また、乳がんや肉腫においては、腫瘍中の低酸素環

境がコラーゲン産生を活性化するとともに、プロコラーゲン水酸化酵素の一つ

である lysyl hydroxylase（PLOD2）の発現を亢進させることにより腫瘍の硬度

を上昇させるのみならず癌細胞の転移を促進させることが明らかになっている
(21, 22)。 

一方で、歯周組織における HIF-1 の役割に関する知見も集積しつつある。ヒ

トの歯周病病巣の組織切片を免疫染色にて解析した結果から、歯周組織に浸潤

したマクロファージに HIF-1 が強発現していることに加え(23)、炎症歯周組織で

は健康な歯周組織に比べ歯肉上皮細胞や歯肉線維芽細胞における HIF-1 の発現

が上昇している(24)ことが報告されている。また、in vitro における解析から、低

酸素環境での培養が歯根膜細胞の IL-1(25)や MMP-2(26)の産生を活性化するこ

とが報告されている。さらに我々の研究室では、歯肉上皮細胞における IL-1誘

導性 IL-6、IL-8 の産生が低酸素環境において HIF-1 依存性に抑制されることを

明らかにした(27)。このような炎症反応の制御に加え、HIF-1 は歯根膜細胞の硬

組織形成細胞への分化(28, 29)においても重要な役割も担うことが報告されており、

歯周組織の恒常性維持における同分子の関与も示唆されている。興味深いこと

に、免疫抑制剤シクロスポリン A 服用による歯肉増殖症では、局所の HIF-1発

現が上昇していること、さらに歯肉線維芽細胞をシクロスポリン A で刺激する

ことにより HIF-1依存性に線溶系抑制因子 PAI-1 の発現が誘導されることが

示されており、歯肉増殖症における HIF-1の細胞外基質の分解制御を介した病

態生理学的な関与も示唆されている(30)。しかしながら、低酸素環境、あるいは

同環境によって誘導される HIF-1 が歯周組織構成細胞の細胞外基質の産生に及

ぼす作用については十分に検討されていない。 

本研究では、低酸素環境が歯周組織における細胞外基質の産生に如何なる影

響を及ぼすかを明らかにすることを目的とし、歯肉線維芽細胞および歯根膜細

胞を用いて低酸素環境における培養がコラーゲンをはじめとする細胞外基質の

発現に及ぼす影響について解析するとともに、その分子機構について解析を行

った。 
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材料および方法 

 

1. 試薬 

PHD に作用し、HIF-1の水酸化を阻害することにより、HIF-1を安定化さ

せる deferoxamine （以下、DFO と略す）(Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、

USA)、HIF-1 のコアクチベーターである p300/CBP と競合的に作用することで

HIF-1 の転写活性を抑制する chetomin（Sigma-Aldrich）を実験に供した。 

 

2. 細胞培養 

ヒト歯肉線維芽細胞（以下、HGF と略す）は ScienCell Research Laboratories

（Carlsbad、CA、USA）より、ヒト歯根膜細胞（以下、HPDL と略す）は Lonza

（Basel、Switzerland）より入手したものを用いた。これらの細胞は 10％ウシ

胎仔血清（Equitech-Bio, Inc.、Kerrville、TX、USA、以下 FBS と略す）と 60 

g/ml カナマイシン（和光純薬工業、大阪、日本）を加えた-Modification of 

Eagle’s Medium（和光純薬工業、以下-MEM と略す）培地にて 5％CO2、37℃、

湿度 95％の条件下で培養を行った。継代培養の際には 0.05％トリプシン、0.02％ 

EDTA（Life technologies、Carlsbad、CA、USA）添加のリン酸緩衝液（和光

純薬工業、以下 PBS と略す）で処理し、細胞懸濁液を作製し 100 mm 培養ディ

ッシュ（Corning、NY、USA）に播種した。HGF は継代 9 代から 19 代目まで、

HPDL は継代 6 代から 15 代目までの細胞を実験に供した。  

なお、低酸素環境での培養は、100 mm 培養ディッシュ、6 穴細胞培養プレート

（Corning）、12 穴細胞培養プレートに細胞を播種し、サブコンフルエントまで

培養した細胞を 1％酸素濃度（以下、低酸素環境）に調整した O2/CO2インキュ

ベーター（Panasonic、大阪、日本）内で行った。 

  

3. 全細胞画分および核タンパク質の回収 

培養細胞を 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 フッ化ナトリウム（和

光純薬工業）、1 mM オルトバナジン酸ナトリウム（Sigma-Aldrich）、10 mM -

グリセロリン酸（和光純薬工業）を加えた RIPA Lysis Buffer（Merck Millipore、

Darmstadt、Germany）を加え、4℃で 20 分間処理した後回収し、さらに遠心

（12000 rpm、4℃、20 分）後に、上清を回収し全細胞画分を得た。核タンパク

質は Nuclear extract kit（ACTIVE MOTIF、Carlsbad、CA、USA）を用いて

精製した。いずれのサンプルも、Bradford 法にてタンパク量を算出した後、濃

度を同値に調整した。 
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4. Western blot 法による解析 

細胞外基質である I 型コラーゲン、フィブロネクチン、バーシカン、デコリ

ン、バイグリカンの解析には培養上清を、水酸化酵素 P4HA1、PLOD2 の解析

には全細胞画分を、HIF-1の解析には全細胞画分もしくは核タンパク質を用い

た。全細胞画分を解析に用いた際には-actin を、核タンパクを解析に用いた際

には Lamin A をコントロールとした。 

得られた培養上清、全細胞画分、核タンパク質を 2-メルカプトエタノール（和

光純薬工業）含有 Laemmli の 5x サンプルバッファーを用いて 95℃ 5 分間熱

処理することにより還元し、至適濃度のポリ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。その後、PVDF ト

ランスファーメンブレン（GE Healthcare、Buckinghamshire、UK）にブロッ

ティング装置（BioRad Laboratories、Hercules、CA、USA）を用いて、転写し

た（室温、60 V、3 時間）。メンブレンは 5％スキムミルク（雪印、東京、日本）、

0.1％ Tween20（和光純薬工業）を含むトリス緩衝生理食塩水（50 mM Tris-HCl

（pH 7.5）、150 mM 塩化ナトリウム（和光純薬工業））を用いてブロッキング

を行った（室温、1 時間）。一次抗体にはウサギ抗-ヒト I 型コラーゲン抗体（0.2 

µg/ml；Abcam、東京、日本）、ラビット抗-ヒトフィブロネクチン抗体（1 µg/ml；

Abcam）、ウサギ抗-ヒトバーシカン抗体（1 µg/ml；Abcam）、ウサギ抗-ヒトデ

コリン抗体（1 µg/ml；Abcam）、マウス抗-ヒトバイグリカン抗体（2 µg/ml；

Abcam）、ウサギ抗-ヒト P4HA1 抗体（1 µg/ml；NOVUS BIOLOGICALS、

Littleton、USA）、マウス抗-ヒト PLOD2 抗体（0.5 µg/ml；Abnova、Taipei、

Taiwan）、ウサギ抗-ヒト HIF-1抗体（1:1000；Cell Signaling、Danvers、MA、

USA）、マウス抗-ヒト-actin 抗体（0.2 µg/ml；Sigma-Aldrich）、ウサギ抗-ヒ

ト Lamin A 抗体（1 µg/ml；Abcam）、を用いて、二次抗体に HRP 標識ヤギ抗

-ウサギ IgG 抗体（1:5000；GE Healthcare）あるいは HRP 標識ヒツジ抗-マウ

ス IgG 抗体（1:10000；GE Healthcare）を反応させ、SuperSignal West Dura 

Extended Duration Substrate（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、

USA）を用いて発光シグナルを増幅した後、ImageQuant LAS 4000（GE 

Healthcare）にてバンドを検出した。得られた画像を画像解析ソフトウェア

WinROOF（三谷商事、福井、日本）に取り込み、バンドの密度を数値化した。

また I型プロコラーゲンのバンドの密度は得られた値を、P4HA1およびPLOD2

のバンドの密度はコントロールである-actin のバンドの密度の値で除したもの

を、それぞれ用いて比較した。 

 

5. 免疫蛍光細胞染色法による解析 

HGF もしくは HPDL を、12 穴細胞培養プレート内に設置したマイクロカバ
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ーガラス（松波硝子、大阪、日本）上に播種し、10％FBS および 60 g/ml カナ

マイシン含有の-MEM でサブコンフルエントまで培養し、1％酸素濃度下にて

48 時間培養した。PBS で洗浄した後、4％パラホルムアルデヒド-リン酸緩衝液

（和光純薬工業）を用いて 15 分、室温にて固定した。PBS で洗浄した後、1.5％

ウシ血清アルブミン（Sigma-Aldrich）含有 PBS（以下、ブロッキング溶液と略

す）で 1 時間、室温にてブロッキングを行った。一次抗体にはウサギ抗-ヒト I

型コラーゲン抗体（20 µg/ml；NOVUS BIOLOGICALS）、マウス抗-ヒトフィ

ブロネクチン抗体（2.5 µg/ml；BD biosciences、Franklin Lakes、New Jersey、

USA）を用い、1 時間、室温にて反応させた。PBS で洗浄した後に、二次抗体

に Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗-マウス IgG 抗体（4.0 µg/ml；Life Technologies）、

Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗-ウサギ IgG 抗体（4.0 µg/ml；Life Technologies）

を用い、30 分、室温にて反応させ、DAPI（Sigma-Aldrich）にて 5 分、室温で

核染色を行った。なお、一次抗体および二次抗体は、それぞれブロッキング溶液

で希釈した。PBS にて洗浄し、VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI

（VECTOR Laboratories、Burlingame、CA、USA）を用いて封入した後、蛍

光顕微鏡 Nikon ECLIPSE Ti-U（Nikon、東京、日本）あるいは共焦点顕微鏡 

Leica TCS SP8（Leica Microsystems GmbH、Wetzlar、Germany）を用いて

観察した。 

  

6. ELISA 法による解析 

培養上清に含まれる I 型プロコラーゲン C 末端プロペプチド（以下、PIP と

略す）濃度を ELISA キット（タカラバイオ、大津、日本） を用いて定量的に測

定した。吸光度は micro plate reader（BioRad Laboratories）を用いて 450 nm

の波長を測定した。 

 

7. 全 RNA の抽出および相補鎖 DNA（以下、cDNA と略す）の作製 

培養細胞からの全 RNA 抽出には、核酸抽出試薬 RNA-Bee™（TEL-TEST、 

Friendwood、TX、USA）を用いた。抽出、精製した全 RNA を鋳型として、

Random Hexamer Primer（Amersham Pharmacia Biotech、Milwaukee、WI、

USA）、M-MLV（Life technologies）を用いて逆転写反応を行い、cDNA を作製

した。 

 

8. Real-time PCR 法による遺伝子発現解析 

Real-time PCR 法による解析は、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（タカラバイオあるいは Gene design、

大阪、日本）を用いて行った。PCR 反応は Fast SYBR® Green PCR Master Mix
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（Applied Biosystems、Foster City、CA、USA）を用いて、Step One Plus Real-

time PCR System（Applied Biosystems）にて行った。ハウスキーピング遺伝

子の一つである hypoxanthine phosphoribosyltransferase（HPRT）を内在性コ

ントロール遺伝子として、同遺伝子の発現量に対する相対量として各遺伝子の

発現量を算出した。 

 

表 1 本研究で使用した Real-time PCR 用プライマーの一覧 

Gene  Primer sequence 

CAL1A1 F 5’-CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC-3’ 

R 5’-TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC-3’ 

CAL1A2 F 5’-GAGGGCAACAGCAGGTTCACTTA-3’ 

R 5’-TCAGCACCACCGATGTCCA-3’ 

P4HA1 F 5’-GCCAAAGCTCTGTTACGTCTCCA-3’ 

R 5’TATAGGCCACTTTGCCCAACTCA-3‘ 

P4HA2 F 5’-CCTGGCTCACCCTGTGAATG-3’ 

R 5’-ATCAGGGCTTTGGCAGCTC-3’ 

P4HA3 F 5’-AGTATCTGCAGGTGGTGAACTATGG-3’ 

R 5’-TTGGCATAGATGAAGGCTGTGG-3’ 

PLOD1 F 5’-AGCACTTTGGCCAGTGGTCTC-3’ 

R 5’-GCTCAAAGCCGATCTGGTTCA-3’ 

PLOD2 F 5’-CCCAATTCATGGACACAGGATAA-3’ 

R 5’-ACACCTATTGATACGTTTGGATGGA-3’ 

PLOD3 F 5’-TGTACTGGTTCCCACTGCTGTC-3’ 

R 5’-CACCTGCTTCATGTGGATGTC-3’ 

HPRT F 5’-GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA-3’ 

R 5’-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC-3’ 

   

9. P4HA1 および PLOD2 siRNA の導入 

カナマイシンを含まない 10％ FBS 含有 -MEM を用い、HPDL を 6 穴細胞

培養プレートに播種し、2.5 nM Silencer® Select Negative Control siRNA、2.5 

nM P4HA1 siRNA（5’-GAUACCAUCUCAAAGGGUAtt）（Life technologies）、

2.5 nM PLOD2 siRNA（5’-AUAACCACCAGAUAUACGGct）（Life technologies）

を共に Lipofectamine® 3000 （ Life technologies ）存在下にて reverse 

transfection 法にて導入した。播種後 6 時間後に 60 g/ml カナマイシン添加

10％ FBS 含有-MEM に培地交換し、細胞をサブコンフルエントまで培養し、

実験に用いた。  
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10. 統計学的解析 

実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2 群比較は Student’s-

t 検定を、多群比較は分散分析（ANOVA）を行った後に post-hoc と Tukey 検定

を用いて行い、有意水準を 5％に設定し、p 値が有意水準を下回る場合に有意差

ありと判断した。  
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結果 

 

1. HGF、HPDL における低酸素下での細胞外基質の発現に関する検討 

 まず、HGF、HPDL の低酸素応答性を確認するために、HGF、HPDL 両細胞

を低酸素環境下で培養し、HIF-1の発現について検討した。その結果、HGF お

よび HPDL において 20％酸素濃度（以下、通常酸素環境）下での培養と比較し、

低酸素環境下での培養において HIF-1の発現上昇を確認した（図 1A）。なお、

この条件下において、48 時間培養した際にも細胞死などの細胞毒性を疑うよう

な細胞形態の変化は認めなかった（結果には示さず）。 

次に、低酸素状態が HGF、HPDL の培養上清に含まれる細胞外基質の産生に

及ぼす影響を検討するために、HGF、HPDL 両細胞をそれぞれ低酸素環境下で

培養した際の培養上清に含まれる I 型コラーゲン、フィブロネクチン、バーシカ

ン、バイグリカン、デコリンの各分子を、各々に対する特異抗体を用いて

Western blot 法にて検討した。その結果、HGF および HPDL において低酸素

環境の培養で培養上清中に含まれる I 型プロコラーゲンおよびフィブロネクチ

ンの発現が 24 時間、36 時間、48 時間いずれにおいても上昇することが明らか

となった（図 1B、C）。そこで、次に I 型コラーゲンおよびフィブロネクチン両

分子の細胞周囲における発現が低酸素環境下での培養で影響を受けるか否か確

認するために、HGF、HPDL を低酸素環境下で 48 時間培養した際の細胞周囲

における I 型コラーゲンおよびフィブロネクチンの発現を、免疫蛍光細胞染色

法を用いて検討した。その結果、細胞周囲における I 型コラーゲンおよびフィブ

ロネクチンの発現に関しても、低酸素環境下での培養にて上昇することが明ら

かとなった（図 1D、E）。 
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図 1．HGF および HPDL における低酸素環境下での I 型コラーゲン、フィブロネクチンの発現

上昇 

A．HGF および HPDL を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で 3 時間

培養した際の核タンパク中の HIF-1および Lamin A の発現を示す。 

B．HGF を通常酸素環境（n）あるいは低酸素環境（h）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した

際の培養上清中の I 型プロコラーゲン、フィブロネクチン、バーシカン、デコリン、バイグリカ

ンの発現を示す。 

C．HPDL を通常酸素環境（n）あるいは低酸素環境（h）で 24 時間、36 時間、48 時間培養し

た際の培養上清中の I 型プロコラーゲン、フィブロネクチン、バーシカン、デコリン、バイグリ

カンの発現を示す。 

D．HGF を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で 48 時間培養した際の

細胞周囲における I 型コラーゲンおよびフィブロネクチンの発現を示す。I 型コラーゲンおよび

フィブロネクチンを Alexa Fluor 488 標識抗体にて検出し、DAPI にて核染色を行った。 

E．HPDL を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で 48 時間培養した際

の細胞周囲における I 型コラーゲンおよびフィブロネクチンの発現を示す。I 型コラーゲンおよ

びフィブロネクチンを Alexa Fluor 488 標識抗体にて検出し、DAPI にて核染色を行った。 

 

それぞれ 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. HGF および HPDL の低酸素誘導性コラーゲン産生における HIF-1の役割

に関する検討 

次に HIF-1が I 型コラーゲンの発現に及ぼす影響に関して検討するために、

HIF-1 のコアクチベータである p300/CBP と競合的に作用することで、HIF-1

の転写活性を抑制する chetomin を用いた HIF-1 抑制実験を行った。すなわち、

HGF および HPDL を 300 nM の chetomin 存在あるいは非存在下で培養し、低

酸素によって誘導される I 型コラーゲンの発現に及ぼす影響について検討した。

その結果、低酸素環境下で培養した際の培養上清中の I 型プロコラーゲンの発

現上昇は chetomin 存在下で抑制された（図 2A）。 

PIP は I 型プロコラーゲンから I 型コラーゲンに生成する際にエンドペプチ

ダーゼによって切断される。そこで培養上清中の PIP 濃度を I 型コラーゲン産

生の指標として ELISA 法にて定量的に解析した。その結果、HGF および HPDL

を低酸素環境下で培養した際の培養上清中の PIP 濃度は 24 時間、36 時間、48

時間いずれにおいても通常酸素環境下での培養に比べ有意に上昇し、その上昇

は chetomin 存在下にて有意に抑制された（図 2B、C）。さらに免疫蛍光細胞染

色法による解析から、chetomin 存在下では低酸素にて誘導される HGF の細胞

周囲における I 型コラーゲンの発現上昇が抑制された（図 2D）。 

次に HIF-1の水酸化を阻害し、通常酸素環境下で HIF-1を安定化させる

DFO 存在下で、HGF を培養した際のコラーゲンの産生について解析を加えた。

まず、DFO 存在下で 3 時間 HGF を培養した際の HIF-1の発現を検討したと

ころ、図 2E に示すように、DFO 添加による HIF-1の発現上昇が確認された。

そこで DFO 存在、非存在下で HGF を培養した際の培養上清中の I 型プロコラ

ーゲンの発現を検討した。Western blot 法にて解析した結果から、DFO 添加 48

時間後に培養上清中の I 型プロコラーゲンの発現が上昇することが明らかとな

った（図 2F）。また、ELISA 法による PIP 濃度の解析結果から、DFO 添加 48

時間後に培養上清中の PIP 濃度がコントロールに比べ有意に上昇することが明

らかとなった（図 2G）。さらに同条件で 48 時間培養した際の細胞周囲における

I 型コラーゲンの発現を免疫蛍光細胞染色法にて解析した結果、DFO 添加によ

り細胞周囲におけるコラーゲンの発現が上昇することが明らかとなった（図

2H）。以上の結果より、HGF および HPDL において、低酸素環境下で HIF-1

依存的にコラーゲン産生が亢進することが明らかとなった。 
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図 2．HGF および HPDL における低酸素誘導性コラーゲン産生亢進に対する HIF-1の関与 

A．HGFおよびHPDLを 300 nM chetomin存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）

あるいは低酸素環境（hypoxia）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の I 型プ

ロコラーゲンの発現を示す。下のグラフは、I 型プロコラーゲンのバンドの密度の値を数値化し

て比較したものを示す。 

B．HGF を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは低

酸素環境（hypoxia）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の PIP の発現を示

す。 

C．HPDL を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは

低酸素環境（hypoxia）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の PIP 濃度を示

す。 

D．HGF を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは低

酸素環境（hypoxia）で 48 時間培養した際の細胞周囲における I 型コラーゲンの発現を示す。I

型コラーゲンを Alexa Fluor 488 標識抗体にて検出し DAPI にて核染色を行った。 

E．HGF を 100 µM DFO 存在あるいは非存在下で、3 時間培養した際の核タンパク中の HIF-

1の発現を示す。

F．HGF を 100 µM DFO 存在あるいは非存在下で、24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培

養上清中の I 型プロコラーゲンの発現を示す。右上のグラフは、I 型プロコラーゲンのバンドの

密度の値を数値化して比較したものを示す。 

G．HGF を 100 µM DFO 存在あるいは非存在下で、24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培

養上清中の PIP の発現を示す。 

H．HGF を 100 µM DFO 存在あるいは非存在下で、48 時間培養した際の細胞周囲における I 型

コラーゲンの発現を示す。I 型コラーゲンを Alexa Fluor 488 標識抗体にて検出し DAPI にて核

染色を行った。 

B、C、G：＊p <0.05、＊＊p <0.01。 

 

それぞれ 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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3. 低酸素環境での培養もしくは DFO 刺激が HGF および HPDL のⅠ型コラー

ゲン遺伝子発現に及ぼす影響に関する検討 

HGF および HPDL を低酸素環境下で培養し、I 型コラーゲンの遺伝子

（COL1A1、COL1A2）の発現を Real-time PCR 法にて検討した。その結果、

HGF および HPDL において COL1A1、COL1A2 の発現上昇は低酸素環境下で

の培養 12 時間おいて認められなかった。（図 3A）。また、HGF および HPDL を

DFO 存在下で 12 時間培養し、I 型コラーゲンの遺伝子（COL1A1、COL1A2）

発現を Real-time PCR 法にて検討した。その結果、HGF および HPDL におい

てDFO添加によるCOL1A1、COL1A2の発現上昇は認められなかった（図 3B）。 
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図 3．HGF および HPDL における低酸素環境での培養もしくは DFO 添加時の I 型コラーゲン

遺伝子発現 

A．HGF および HPDL を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で 12 時

間培養した際の COL1A1 および COL1A2 の発現を示す。なお、低酸素環境（hypoxia）におけ

る各遺伝子の発現量は、通常酸素環境（normoxia）における発現量を 1 としたときの相対量と

して示した。N.S.：not significant. 

B．HGF および HPDL を 100 µM DFO 存在あるいは非存在下で 12 時間培養した際の COL1A1

および COL1A2 の発現を示す。なお、DFO(+)における各遺伝子の発現量は、DFO(-)における

発現量を 1 としたときの相対量として示した。N.S.：not significant. 

 

それぞれ 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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4. 低酸素環境がHGFおよびHPDLのプロコラーゲン合成水酸化酵素の発現に

及ぼす影響に関する検討 

コラーゲンの合成過程は鎖が生成されたのち、その一部のアミノ酸が水酸化

され三本鎖が形成された後、プロコラーゲン分子が産生される。鎖は Gly-X-Y

の繰り返し構造をしており、その Y にあたる部分にはプロリン、リシンが多く

存在し水酸化される。プロリンはプロリルヒドロキシダーゼである P4HA1、

P4HA2、P4HA3 によって、リシンはリシルヒドロキシダーゼである PLOD1、

PLOD2、PLOD3 によって水酸化される。この鎖の水酸化はコラーゲンの生合

成や成熟に必須の役割を果たすことが知られている。そこで、これら水酸化酵素

が低酸素によって影響を受けるか否かについて検討した。HGF および HPDL を

低酸素環境下で 12 時間培養し、水酸化酵素の遺伝子発現を Real-time PCR 法

にて検討した。その結果、HGF において P4HA1、P4HA2、PLOD2 の遺伝子

発現は低酸素環境で培養することにより有意に上昇した（図 4A）。その中でも著

明な上昇を示した P4HA1、PLOD2 について HIF-1の関与について検討を行

った。すなわち、HGF および HPDL を chetomin 存在あるいは非存在下で培養

し、低酸素環境によって誘導される P4HA1、PLOD2 の発現に及ぼす影響につ

いて検討した。Real-time PCR 法の解析から、HGF および HPDL において低

酸素環境によって上昇した P4HA1、PLOD2 の両遺伝子発現は chetomin 添加

により、有意に抑制されることが示された（図 4B、C）。また Western blot 法

による解析から、低酸素環境の培養によって P4HA1、PLOD2 各分子の発現は

上昇し、chetomin 添加により抑制された（図 4D、E）。次に DFO 刺激時の HGF

における P4HA1、PLOD2 両分子の発現を検討した。すなわち、HGF を DFO

存在下あるいは非存在下で 12 時間培養し、P4HA1、PLOD2 の遺伝子発現を

Real-time PCR 法にて検討した。その結果、HGF において DFO 存在下での培

養により P4HA1、PLOD2 の両遺伝子の発現は有意に上昇した（図 4F）。また、

HGF を DFO 存在下 24 時間、36 時間、48 時間培養し、P4HA1、PLOD2 のタ

ンパク発現を Western blot 法にて検討した。その結果、HGF において DFO 存

在下での培養により P4HA1、PLOD2 両分子の発現は 24 時間、36 時間、48 時

間いずれにおいても上昇した（図 4G）。以上の結果より、HGF、HPDL の両細

胞において、低酸素環境下での培養によって、HIF-1依存性に水酸化酵素

P4HA1、PLOD2 の発現が亢進することが明らかとなった。 
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図 4．HGF および HPDL における低酸素環境下での HIF-1依存性プロコラーゲン合成水酸化

酵素の発現上昇 

A．HGF を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で 12 時間培養した際の

P4HA1、2、3、PLOD1、2、3 の遺伝子発現を示す。 

B．HGF を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは低

酸素環境（hypoxia）で 12 時間培養した際の P4HA1、PLOD2 の遺伝子発現を示す。 

C．HPDL を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは

低酸素環境（hypoxia）で 12 時間培養した際の P4HA1、PLOD2 の遺伝子発現を示す。 

D．HGF を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは低

酸素環境（hypoxia）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の P4HA1、PLOD2 の発現を示

す。下のグラフは、P4HA1 あるいは PLOD2 のバンドの密度の値を、-actin のバンドの密度の

値で除し、数値化して比較したものを示す。 

E．HPDL を 300 nM chetomin 存在あるいは非存在下で、通常酸素環境（normoxia）あるいは

低酸素環境（hypoxia）で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の P4HA1、PLOD2 の発現を

示す。下のグラフは、P4HA1 あるいは PLOD2 のバンドの密度の値を、-actin のバンドの密度

の値で除し、数値化して比較したものを示す。

F．HGFを 100 µM DFO存在下あるいは非存在下で、12時間培養した際の培養上清中のP4HA1、

PLOD2 の発現を示す。 

G．HGF を 100 µM DFO 存在下あるいは非存在下で、24 時間、36 時間、48 時間培養した際の

P4HA1、PLOD2 の発現を示す。下のグラフは、P4HA1 あるいは PLOD2 のバンドの密度の値

を、-actin のバンドの密度の値で除し、数値化して比較したものを示す。 

A、B、C：低酸素環境（hypoxia）における各遺伝子の発現量は、通常酸素環境（normoxia）に

おける発現量を 1 としたときの相対量として示した。 

F：DFO(+)における各遺伝子の発現量は、DFO(-)における発現量を 1 としたときの相対量とし

て示した。 

A、B、C、F：＊p <0.05、＊＊p <0.01。 

 

それぞれ 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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5. HGF における P4HA1 の低酸素誘導性コラーゲン産生亢進に果たす役割に関

する検討 

P4HA1 が低酸素誘導性のコラーゲン産生亢進に及ぼす影響について検討す

るために、P4HA1 の発現を抑制した HGF を用いて機能解析した。まず、siRNA

導入により P4HA1 発現を抑制した HGF（si P4HA1）を作製した。なお、コン

トロールは negative control siRNA を導入した HGF（si control）とした。siRNA

導入による抑制効果を検討した結果、si P4HA1 における P4HA1 の発現は、si 

control に比べ有意に抑制されており（図 5A）、Western blot 法による解析から

タンパクレベルにおいても、その抑制が確認された（図 5B）。次に、si P4HA1

および si control の両細胞を低酸素環境下で 36 時間、48 時間培養し、コラーゲ

ン産生について検討した。Western blot 法の結果より、培養上清中の I 型プロ

コラーゲンの発現は P4HA1 抑制により si control と比較し減少した（図 5C）。

また ELISA 法の結果より、培養上清中の PIP の発現も P4HA1 抑制により si 

control と比較し有意に減少した（図 5D）。以上の結果より、低酸素誘導性コラ

ーゲン産生の亢進は P4HA1 の産生亢進に起因することが示唆された。 
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図 5．HGF において P4HA1 が低酸素誘導性コラーゲン産生亢進に果たす役割 

A．si C：si control および si PH：si P4HA1 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境

（hypoxia）で 12 時間培養した際の P4HA1 の遺伝子発現を示す。なお、hypoxia における各遺

伝子の発現量は、通常酸素環境（normoxia）における発現量を 1 としたときの相対量として示

した。 

B．si control および si P4HA1 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で

24 時間、36 時間、48 時間培養した際の P4HA1 の発現を示す。 

C．si control および si P4HA1 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で

24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の I 型プロコラーゲンの発現を示す。下のグ

ラフは、I 型プロコラーゲンのバンドの密度の値を数値化して比較したものを示す。 

D．si control および si P4HA1 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で

24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の PIP 濃度を示す。 

A、D：＊p <0.05、＊＊p <0.01。 

 

それぞれ 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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6. HGF における PLOD2 の低酸素誘導性コラーゲン産生亢進に果たす役割に

関する検討 

PLOD2 が低酸素誘導性のコラーゲン産生亢進に及ぼす影響について検討す

るために、PLOD2 を抑制した HGF を用いて機能解析した。まず、siRNA 導入

により PLOD2 を抑制した HGF（si PLOD2）を作製した。なお、コントロール

は negative control siRNA を導入した HGF（si control）とした。siRNA 導入

による抑制効果を検討した結果、si PLOD2 における PLOD2 の発現は、si 

control に比べ有意に抑制されており（図 6A）、Western blot 法による解析から

タンパクレベルにおいても、その抑制が確認された（図 6B）。そこで、si PLOD2

および si control の両細胞を低酸素環境下で 24 時間、36 時間、48 時間培養し、

培養上清中のコラーゲン産生について検討した。Western blot 法の結果より、

培養上清中のコラーゲンの発現はPLOD2抑制により si controlと比較し変化を

認めなかった（図 6C）。また ELISA 法の結果より、培養上清中の PIP の発現も

PLOD2 抑制により si control と比較し著明な変化を認めなかった（図 6D）。次

に si PLOD2 および si control の両細胞を低酸素環境下で 48 時間培養し、細胞

周囲におけるコラーゲンの発現について免疫蛍光細胞染色法にて検討した。そ

の結果、低酸素では PLOD2 を抑制すると低酸素環境によって誘導された細胞

周囲におけるコラーゲンの発現は減少した（図 6E）。以上の結果より、低酸素環

境では PLOD2 の産生亢進により培養上清中のコラーゲン産生に明らかな変化

を与えることなく細胞周囲におけるコラーゲンの発現が増加していることが明

らかとなった。 
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図 6．HGF において PLOD2 が低酸素誘導性コラーゲン産生亢進に果たす役割 

A．si C：si control および si PL：si PLOD2 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境

（hypoxia）で 12 時間培養した際の PLOD2 の遺伝子発現を示す。なお、低酸素環境（hypoxia）

における各遺伝子の発現量は、通常酸素環境（normoxia）における発現量を 1 としたときの相

対量として示した。 

B．si control および si PLOD2 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）

で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の PLOD2 の発現を示す。 

C．si control および si PLOD2 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）

で 24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の I 型プロコラーゲンの発現を示す。下

のグラフは、I 型プロコラーゲンのバンドの密度の値を数値化して比較したものを示す。 

D．si control および si PLOD2 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）で

24 時間、36 時間、48 時間培養した際の培養上清中の PIP 濃度を示す。 

E．si control および si PLOD2 を通常酸素環境（normoxia）あるいは低酸素環境（hypoxia）

で 48 時間培養した際の細胞周囲における I 型コラーゲンの発現を示す。 

A、D：＊p <0.05、＊＊p <0.01。 

 

それぞれ 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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考察 

 

歯周病は、歯周病原性細菌が共生、集合した細菌バイオフィルム（デンタルプ

ラーク）が原因となって発症し(31)、歯周組織における炎症反応の遷延化により

同組織が破壊される疾患である(32)。一般に、炎症反応が惹起された部位におい

ては、血流障害による酸素供給の低下、炎症細胞浸潤による細胞密度の上昇、代

謝亢進による酸素消費の上昇等により低酸素環境が誘導される(33, 34)。歯周病の

病巣部においても HIF-1の発現が上昇している(24)という報告から、同部も低酸

素環境にあることが想定される。さらに、歯周組織を構成する各種細胞を用いた

in vitro 研究から、血管新生作用(11)や炎症反応制御(25)などの低酸素応答がこれ

ら細胞に誘導されることが報告されてきた。本研究では、低酸素応答の一つとし

て HGF および HPDL の細胞外基質の産生制御に焦点をあて解析を行った。 

歯周組織におけるコラーゲンのターンオーバーは、他の組織と比較して活発

であり、ラットの歯根膜で 1 日、歯肉で 5 日、歯槽骨で 6 日と報告されており、

皮膚の 15 日と比較してかなり早いことが知られている(35)。これは、咬合力など

のメカニカルストレスや飲食などによる熱刺激などの外的ストレスに常に晒さ

れている歯周組織において、結合組織の代謝を活発に維持することが組織の恒

常性維持に重要な役割を担っているためではないかと考えられている。歯周組

織における細胞外基質の産生制御機構に関しては、これまでに、insulin-like 

growth factor や transforming growth factor（以下、TGF と略す）-が細胞外

基質の産生を促進させている一方で、Interleukin-1 や tumor necrosis factor-

（以下、TNF-と略す）などの炎症性サイトカインによって MMP の産生が促

進され、TIMP の産生が抑制されることによって細胞外基質の発現が低下する

と報告されている(37)。このようなサイトカインによる制御に加え、最近の報告

では、メカニカルストレスによって発現亢進する Wnt5a(38)や、ビタミン C(39)に

よるコラーゲン、フィブロネクチンの産生亢進が、歯根膜組織の恒常性維持だけ

でなく歯周組織の再生誘導につながるのではないかと期待されている。本研究

では、これら機序に加えて、HGF および HPDL における I 型コラーゲン、フィ

ブロネクチンの産生が低酸素環境下で活性化することを明らかにした（図 1C、

E）。また歯肉、歯根膜の構成成分として I 型コラーゲンに次いで多い III 型コラ

ーゲンも、HGF において低酸素環境下で I 型コラーゲンと同様に上昇すること

が予備実験の結果から示唆されている（結果には示さず）。このことから、歯周

組織において低酸素環境が誘導されると、I 型コラーゲン、III 型コラーゲンな

らびにフィブロネクチンなどの主要な細胞外基質の産生が亢進され、組織修復

の過程を活性化することにより歯周組織の恒常性維持の一端を担っているので

はではないかと考えている。 
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本研究にて明らかとなった低酸素環境下でのフィブロネクチンの産生亢進

（図 1B、C、D、E に示す）のメカニズムについて検討するために、HGF およ

び HPDL の低酸素環境下でのフィブロネクチンの遺伝子発現を解析したところ、

I 型コラーゲンと同様、遺伝子発現に変化を認めなかった（結果には示さず）。

これは、低酸素環境下の培養において HGF、HPDL の TGF-の産生が亢進する

という報告がある一方で、TGF-によって PAI-1 や TIMP をはじめとする基質

分解酵素阻害分子の産生が亢進するために、低酸素環境下でのフィブロネク

チン発現が上昇しているのではないかと推測している。フィブロネクチンの作

用は組織の支持機能だけではなく、各種細胞の接着、伸展、形態調節、走化性に

関与しており、Matrix metalloproteinase（以下、MMP と略す）の発現制御に

も関与していることが知られている。このことから、低酸素環境下でのフィブロ

ネクチンの発現上昇は、歯周組織における組織の構築と保持だけでなく、周囲の

細胞間の相互作用を活性化し、創傷治癒の過程をスムーズに進めているのでは

ないかと考えられる。

低酸素環境はコラーゲンやフィブロネクチンなどの細胞外基質産生を活性化

するばかりか、細胞外基質の分解にも影響を及ぼすことが知られている。実際、

関節滑膜細胞(41)や軟骨細胞(42)などを用いた研究から、MMP-2、9、13 の発現が

低酸素環境では上昇することが報告されている。本研究では、HGF および

HPDL を低酸素環境にて培養した際に培養上清中の I 型プロコラーゲン発現が

上昇すること（図 2A）に加え、PIP の濃度が上昇（図 2B、C）することが明ら

かとなった。PIP は I 型プロコラーゲンが細胞内で合成された後、細胞外に分泌

される際にエンドペプチダーゼによりその末端が切断され生じる可溶性プロペ

プチドでありコラーゲン合成量を反映する生化学的指標として用いることがで

きることから、HGF、HPDL の両細胞では低酸素環境においてコラーゲンの産

生が活性化されていると判断できる。一方で、コラーゲンの 3 重螺旋構造を切

断する主要な酵素である MMP-1 の発現について Real-timePCR 法にて検討し

たところ、いずれの細胞においても低酸素環境によって MMP-1 遺伝子の発現

が有意に減少することが明らかとなった（結果には示さず）。このことは、低酸

素環境が HGF および HPDL のコラーゲン産生を促進するだけでなく、分解を

抑制することにより同分子の代謝を制御している可能性を示唆している。今後

は、MMPファミリーのタンパクレベルでの発現解析や酵素活性、さらにはMMP

阻害因子 TIMP 等について詳細に解析をすすめることにより、低酸素環境下で

の HGF、HPDL 両細胞のコラーゲン代謝の全貌を明らかにしたいと考えている。 

本研究にて明らかとなった低酸素環境がコラーゲンの遺伝子発現を上昇させ

ることなく（図 3A、B）、コラーゲンの水酸化酵素 P4HA1、PLOD2 の発現を誘

導する（図 4B、C、D、E）ことによってコラーゲンの産生制御に寄与するとい
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う機序は、歯周組織の特異性を考える上で大変興味深い。乳がん細胞や関節軟骨

細胞を用いた研究では、低酸素環境がコラーゲン遺伝子の発現を上昇させると

ともに水酸化酵素の発現を上昇させ、コラーゲン産生を促進するという二段階

の制御機構が報告されている(43)。歯周組織はコラーゲンに富む組織であること

から、その構成細胞である HGF や HPDL は、恒常的に比較的多量のコラーゲ

ンを産生しているものと考えられる。過剰なコラーゲンの産生促進は、線維化な

どの病態形成につながると考えられることから、水酸化酵素の発現のみを制御

することでコラーゲンの過剰産生を抑止しているのではないかと推測され、組

織特異的な反応なのではないかと考えられる。 

プロリンの水酸化酵素は、前述のように P4HA1-3 と三つのサブタイプが存在

する。低酸素環境下で乳がん細胞では P4HA1 と同様のレベルで HIF-1依存性

に P4HA2 の発現が上昇し(44)、血管平滑筋細胞では P4HA1、P4HA2 の発現は

ともに有意に上昇し、特に P4HA2 の発現の上昇率の方が高い(45)のに対し、HGF

および HPDL においては低酸素環境下での培養により、P4HA1 と P4HA2 の

発現上昇が認められたが、P4HA2 の発現上昇は著明ではなかった（図 4A に示

す）。このことはプロリン水酸化酵素の発現が組織ごとに異なる制御を受けてい

ることを示唆している。また、HGF および HPDL における DFO 添加時の

P4HA2 の発現は、著明な変化を認めず、また低酸素環境によって誘導された

P4HA2 発現は chetomin 存在下でも変化を示さなかった（結果には示さず）。さ

らに、P4HA1 抑制 HGF を用いた実験における培養上清中の PIP 濃度の低下

は、低酸素環境下だけでなく通常酸素環境下でも顕著であった（図 5D に示す）。

このことは、歯周組織におけるコラーゲン産生において、プロリンの水酸化酵素

として P4HA1 が優位に働いていることを示唆しているとともに、P4HA1 抑制

HGF が酸素濃度に依存しない I 型コラーゲン抑制細胞であると位置づけること

もできる。本研究では、P4HA1 の役割について同細胞を用いた検討のみとなっ

たが、今後、P4HA1 を過剰発現させた HGF および HPDL を用いてコラーゲン

産生を検討することで、低酸素誘導性の P4HA1 産生亢進がコラーゲン産生を亢

進させていることを裏付けたい。 

PLOD2 は、コラーゲン線維の強度を決定するコラーゲン分子間の架橋構造の

構築において重要な水酸化酵素である(46)。また、コラーゲン分子間の架橋構造

は、骨の質を決定する因子とされており、骨粗鬆症を診断する際にも用いられる
(47)。本研究にて明らかとなった PLOD2 の発現を抑制した際に培養上清中のプ

ロコラーゲン量および PIP 濃度は変化せずに、細胞周囲に発現しているコラー

ゲンの発現が抑制されたという（図 6C、D、E）結果は、コラーゲン線維の架橋

構造が減少することによるものではないかと示唆される。一方で、過度の咬合力

や外傷などのメカニカルストレスは、歯根膜に低酸素応答を誘導し、局所的に低
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酸素環境となり、HIF-1の発現が上昇することで、HPDL の骨芽細胞やセメン

ト芽細胞への分化に関与している可能性を示唆するのではないかという報告も

なされている(28.29)。今回、明らかとなった HPDL における低酸素誘導性 PLOD2

の産生（図 4E）は、コラーゲン分子間の架橋構造を増加させることにより、コ

ラーゲン線維の強度を増し、メカニカルストレスのかかった歯根膜において靭

帯として強度を高めることによって外的ストレスに対して防御的に働いている

のではないかと考えられる。 

本研究では、DFO 存在下で細胞を培養することにより、通常酸素環境にて

HIF-1を安定化させ、同分子がコラーゲン産生に及ぼす影響について検討した。

DFO 添加 3 時間後に HIF-1の発現上昇が認められ（図 2E）、水酸化酵素であ

る P4HA1、PLOD2 の遺伝子発現上昇は DFO 添加 12 時間後（図 4F）、タンパ

クレベルでの上昇は DFO 添加 24 時間後（図 4G）から認められた。しかしなが

ら、低酸素環境の培養と異なり培養上清中の I 型プロコラーゲンの発現上昇お

よび PIP 濃度の上昇は DFO 添加 48 時間（図 2F、G）後まで認められなかっ

た。DFO は鉄のキレート剤であり、鉄イオンを活性中心に据える PHD の機能

を抑制することにより HIF-1を安定化させるが、小胞体内でのプロ鎖のプロ

リン残基とリシン残基の水酸化反応に補因子として 2 価の鉄イオンとアスコル

ビン酸が必要となるため、DFO は HIF-1の安定化以外にコラーゲン合成に直

接作用し、その合成を阻害したのではないかと考えられる。また、HIF-2 も HIF-

1 と同様に PHD によって分解されることが明らかとなっている(48)ため、今後は

siRNA を用いて各分子特異的な抑制細胞を作成することにより、両分子の低酸

素誘導性コラーゲン産生に果たす役割を明確にしたいと考えている。 

本研究では、低酸素環境が HGF および HPDL の細胞外基質産生に及ぼす影

響に関して in vitro における解析を行ったが、現在、in vivo の実験系にて解析

を進めている。皮膚の創傷治癒過程において局所的に低酸素状態であると報告

されているものの、歯周組織の創傷治癒過程において in vivo の実験系で同事象

を明らかとした報告はない。そこで、まず歯周組織の創傷治癒過程における低酸

素状態の有無について検討するために、マウス実験的歯周組織創傷治癒モデル

を作製した。すなわち、上顎の左側第二後臼歯に 5-0 絹糸を結紮すると、結紮 7

日後には根尖に及ぶ歯槽骨吸収を伴う歯周炎が惹起される。その後絹糸を除去

すると、除去 2 日後までは歯槽骨の治癒はほとんど認められないが、4 日後には

歯根長の 1/3 まで、7 日後には上顎右側（コントロール側）の歯槽骨レベルまで

治癒することがマイクロ CT 解析から明らかになった（結果には示さず）。また、

組織学的解析から絹糸結紮により第二後臼歯周囲の歯肉上皮が失われ潰瘍状態

になるものの、絹糸除去 6 時間後には上皮化がすすみ、除去 12 時間後では完全

に上皮化されることがわかった。このマウス実験的歯周組織創傷治癒モデルに、
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低酸素状態にある細胞に集積することが知られている試薬 Pimonidazole を投

与し、同試薬の歯周組織における発現を免疫組織学的に解析している（結果には

示さず）。このモデルを用いて歯周組織の治癒過程における HIF-1、P4HA1、

PLOD2 の発現を検討、in vitro にて示した低酸素誘導性の P4HA1、PLOD2 の

発現について in vivo にて明らかにしたい。 

歯周病は、原因である歯周病原性細菌の影響に加えて、喫煙などの環境因子、

全身状態、遺伝的素因などの宿主因子などに影響を受ける多因子性疾患である。

本研究にて明らかとなった HIF-1依存性 P4HA1 および PLOD2 の産生亢進

は、内因性の組織修復に重要な役割を担っていると考えられることから、両分子

の発現低下や機能不全が歯周病の重症化に関与するのではないかと考えている。

今後、両分子の歯周病病態形成過程における役割が in vivo にて明らかになれば、

歯周組織における組織修復能を診査する新たな診断方法の確立につながるので

はないかと考えている。一方で、前述した in vivo での研究をすすめることで、

HIF-1を活性化する薬剤もしくは P4HA1 や PLOD2 産生を誘導する薬剤を開

発することができれば、新たな歯周組織再生療法の開発につながる情報が得ら

れるのではないかと期待している。 

前述したように、健康な歯周組織においても絶えずコラーゲンは産生され、代

謝され続けている。一方で、歯周組織に炎症が惹起されると MMP によるコラ

ーゲンの破壊が促進されることにより産生と代謝の均衡が崩壊し、組織破壊が

進行すると考えらえる。本研究にて明らかとなった低酸素誘導性のコラーゲン

産生亢進は、このような組織破壊に対して生体防御的に働き、病態の進行に対し

て抵抗するメカニズムとして作用しているものと考えられる。また、低酸素環境

にて産生が亢進する PLOD2 はコラーゲン線維の質を向上させることにより、

機械的強度の高い歯周組織を形成するのではないかと考えられる。一方で、歯周

組織における低酸素応答としての細胞外基質産生は、場合によっては歯周治療

に対する抵抗性や病因論に関連する可能性があるのではないかとも考えている。

例えば、喫煙者においては、ニコチンの血管収縮作用により歯周組織が恒常的に

低酸素状態となり HIF-1の発現が誘導されているとの報告がある(50)。この場

合、HIF-1を介する PLOD2 産生促進によりコラーゲンの質が必要以上に強固

となり、喫煙者の歯肉が健康な歯肉と比較し固く繊維質であるという特徴を説

明する一つのメカニズムになっているのではないかと考えられる。また、薬剤性

歯肉増殖症の原因薬剤の一つであるシクロスポリン A が HIF-1の発現を誘導

するとの報告がある一方で(30)、Kato らはフェニトインによる歯肉増殖では、コ

ラーゲンの遺伝子発現が減少すると報告している(51)。このような薬剤性歯肉増

殖症患者の歯肉における P4HA1 あるいは PLOD2 の発現を検討することで、新

たな病態のメカニズム解明の手掛かりになるのではないかと期待している。  
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結論 

 

本研究の結果より、以下の結論を得た。 

 

1. HGF、HPDL において、低酸素環境下ではコラーゲンおよびフィブロネク

チンの産生が亢進することが明らかとなった。 

 

2. HIF-1は低酸素環境下でのコラーゲンの産生亢進に関与することが明らか

となった。 

 

3. HIF-1依存性にプロコラーゲン合成水酸化酵素の産生が亢進することが明

らかとなった。 

 

4. P4HA1 は低酸素誘導性コラーゲン産生の亢進に関与することが示唆された。 

 

5. 低酸素環境では、PLOD2 の産生亢進により、培養上清中のコラーゲンの産

生に明らかな変化を与えることなく、細胞周囲におけるコラーゲンの発現が

増加することが明らかとなった。 

 

 以上のことから、歯肉線維芽細胞および歯根膜細胞においては、低酸素環境下

で、HIF-1依存性にプロコラーゲン合成水酸化酵素の産生が誘導され、特に

P4HA1 の発現亢進によりコラーゲンの産生が亢進することが明らかとなった。

また、HIF-1依存性 PLOD2 発現亢進により、コラーゲン線維の架橋構造が増

加していることが示唆された。このことから、歯周組織における低酸素誘導性の

コラーゲンは、P4HA1 によってその量が、PLOD2 によってその質が制御され

ていることが示唆された。 
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