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はじめに

21 世紀の初頭，ヒトゲノムの完全解読によりヒトゲ

ノム計画は完了し，現在，生物学の世界はポストゲノ

ム時代を迎えている。ポストゲノムにおいては，技術

革新の結果，大規模な解析を短時間に効率よく行うこ

とができ，トランスクリプトーム，プロテオームなど

網羅的な発現解析や，バイオインフォマティックスを

駆使した統計分析解析など様々な研究手法が確立され

ている。

これまでの生命科学では，生命現象を観察して，そ

の原因や生物学的意義などを詳細に解析することによ

り，分子・遺伝子レベルでの解明を試みるという「生

命現象から分子構造へ」と解析を進める研究の方向性

が主にとられてきた。その結果，大きな研究成果が挙

げられ，生命科学はめざましい発展をとげている。一

方，ヒトゲノムの完全解読の結果，個々の遺伝子・分

子情報はもとより，何千何万もの遺伝子・分子情報へ

のアクセスが可能となり，ゲノム本体の統合的・構造

的研究はもとより，個々の遺伝子・タンパク質の機能

研究を行う際にも，各研究者が研究の出発点としてゲ

ノムの情報体系を利用することが可能となっている。

すなわち，個々の遺伝子・分子の配列・構造情報だけ

ではなく，それに関連する疾患情報，他の遺伝子との

発現パターン，他の分子との相互作用，他の動物モデ

ルにおける機能あるいは関連するあらゆる研究文献へ

のリンク等のゲノム情報体系の利用が現実のものと

なっている。つまり，「ゲノム情報から生命現象へ」解

析を進めるという新しい研究方向が開かれたといえ

る。本稿では，この新しい研究アプローチを用いた歯

周病学分野におけるポストゲノム研究について我々が

展開している歯根膜のトランスクリプトーム解析を中

心に論じてみたい。

歯根膜の遺伝子発現プロファイル解析

近年の研究から，歯周組織の中でも歯根膜は，歯周

組織の恒常性維持および，歯周組織の修復・再生に中
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心的な役割を果たす最も重要な組織の一つであること

が明らかとなっている。歯根膜は，歯と歯槽骨という

2つの硬組織の間に存在する，コラーゲン線維に富む

非石灰化組織である。正常な咬合状態にある歯の歯根

膜組織は，0.15 mmから 0.35 mmの幅を有し，咬合

力，矯正力といったメカニカルストレスに反応して歯

槽骨，セメント質，および結合組織のリモデリングを

行い，歯周組織の動的平衡を保っていると考えられ

る1)。さらに，歯根膜は，硬組織形成の制御に関わる

分子やサイトカインを自ら分泌して歯周組織の再生を

もたらし得ること，また，骨芽細胞やセメント芽細胞

といった歯周組織再生に関与する細胞群へと分化しう

る間葉系幹細胞のリザーバーとして機能していること

も明らかとなってきた2, 3)。事実，in vitroの培養系に

おいて，歯根膜由来の幹細胞が種々の刺激を受けるこ

とにより硬組織形成細胞へと分化し，石灰化ノジュー

ルを形成することが報告されている4)。このような歯

根膜細胞を特徴づける分子基盤を解明することは歯根

膜の理解を深めるのみならず，歯周病の病理病態の解

明，歯周組織再生の分子機構を解明する上で極めて有

益な情報を提供するものと期待される。

ヒトの身体は，約 60 兆個の様々な形態や機能を有

する細胞が相互に協調しながら形作られている。約

60 兆個の全ての細胞は，共通のゲノム 30 億塩基対を

その核の中に含有し，そのゲノムは，全ての遺伝子を

発現し機能するポテンシャルを有している。しかしな

がら，実際には，全ての組織・細胞において，全ての

遺伝子が常に発現し機能しているわけではなく，各々

の組織・細胞において，異なった遺伝子発現の組み合

わせが存在し，その組み合わせのパターンこそが組

織・細胞の多岐にわたる形態や機能といった特異性を

導き，身体を形作っているといえる。このような身体

の各組織・細胞における特有の遺伝子発現パターンを

大規模・網羅的に解析することにより，各々の組織・

細胞における遺伝子発現の組み合わせを解明し，分子

生物学的な側面からその組織・細胞の特徴や特有の機

能を明らかにしようとする組織遺伝子発現プロファイ

ル解析がなされいる5-7)。我々は，3ʼ末端 cDNA ライ

ブラリを用いた組織遺伝子発現プロファイル解析の手

法を用いて歯根膜組織における遺伝子発現プロファイ

ル解析を試みた8)。図 1 に示すように，矯正治療中の

患者より便宜抜去された歯の歯根膜組織から得られた
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表 1 ヒト歯根膜遺伝子発現プロファイル

図 1 ヒト歯根膜遺伝子発現プロファイル解析

歯根膜 3�末端 cDNA ライブラリは、各 cDNA クローンの

インサートサイズが，3�末端の poly A から上流の約 250

bp となっており，逆転写酵素の効率やクローニング効率

といった様々な 2 次的な影響を受けにくいことが特徴と

なっている。したがって，ライブラリ中の cDNA クロー

ンの存在比率は，ソースとなった組織・細胞での mRNA

構成を正確に再現しているものと考えられる。



mRNAより歯根膜 3' 末端 cDNAライブラリを構築し

た。このライブラリ中の cDNA クローンの存在比率

は in vivo歯根膜での恒常的な mRNA 構成を正確に

再現しているものと考えられる。次に無作為に選択し

た 1752 個の cDNA クローンの塩基配列を DNAシー

クエンサーにて解読し，歯根膜組織において発現して

いる遺伝子の 3ʼ末端配列(Gene signature：GS)を決定

した。コンピューター解析による出現頻度および遺伝

子バンクへの相同性検索を行い，歯根膜組織遺伝子発

現プロファイルを作成した(頻度 6 以上を表 1 に示

す)。

歯根膜は形態的にコラーゲン線維に富んだ結合組織

であり，そのコラーゲン線維を構成する主要な成分は I

型及び III 型コラーゲンである。ヒト歯根膜組織遺伝

子発現プロファイル解析の結果，COLLAGENTYPE I

alpha-1，-2，及び COLLAGEN TYPE III alpha-1，-2

遺伝子の高発現を認め，歯根膜の特徴を遺伝子発現の

側面からも裏付けた。また，RIBOSOMAL PROTEIN

遺伝子の高い発現を認めており，歯根膜組織ではコラー

ゲンの生合成が盛んに行われ，結合組織のリモデリン

グが恒常的に行われていることが推測される。次いで

高い発現を認める OSTEONECTIN遺伝子のコードす

るタンパクは，骨において豊富に見られる非コラーゲ

ン性の基質タンパクであり，骨芽細胞から分泌され，骨

芽細胞様細胞MC3T3-E1 を用いた系において石灰化

ノジュールの形成にあわせてその発現が上昇するとの

報告がある9)。また，歯根膜細胞においては，

OSTEONECTIN タンパクの発現上昇が MATRIX

METALLOPROTEINASES(MMPs)の産生を亢進させ

る結果，MMPs が細胞外基質を分解し，細胞外の微小

環境を変化させ，歯根膜細胞の増殖を促進していると

考えられている10)。これらの知見より OSTEONEC-

TIN は歯根膜組織のリモデリングを調整すると同時に

硬組織形成に関与する分子であると考えられる。また，

PERIOSTIN遺伝子の高い発現も同時に認められた。

PERIOSTIN遺伝子は MC3T3-E1 のライブラリより

単離・同定された遺伝子であり，骨膜表面と歯根膜組織

に局在し，骨芽細胞の前駆細胞を遊走させ，歯槽骨及び

歯根膜組織のリモデリングを行っていると考えられて

いる11, 12)。この OSTEONECTIN 及び PERIOSTIN

遺伝子の高発現は，ヒト歯根膜組織の硬組織形成能を

裏付けるものと考えられる。ヒト歯根膜組織遺伝子発

現プロファイル解析の結果，新陳代謝の活発な線維性

結合組織でありながら高い硬組織形成能を持つ歯根膜

の組織特異性を，遺伝子発現状況の側面から忠実に再

現することができたと考えられる。

新規細胞外基質 PLAP-1 の同定

歯根膜組織遺伝子発現プロファイルの中に，出現頻

度 7という高発現を示すにもかかわらず，遺伝子バン

クに登録されていない全く未知の新規 3' 末端配列

(GS5096)が発見された(表 1)。全長 cDNA クローニ

ングの結果，この遺伝子は全長 2.5 kbp で，382 アミ

ノ酸をコードする新規の遺伝子であることが明らかと

なった(図 2)。我々は，この遺伝子を PLAP-1(perio-

dontal ligament associated protein-1)と命名し，予想さ

れるタンパク質をプロテインデーターベースにて検索

したところ，興味深いことに，細胞外基質プロテオグ

リカンである DECORIN および BIGLYCAN に対し

て非常に高い相同性を有する分子で，small leu-

cine-rich repeat proteoglycan(SLRP)ファミリーの新

歯周組織恒常性維持の分子基盤研究―歯根膜特異的分子 PLAP-1 の解析― 21

図 2 PLAP-1 タンパクの構造

PLAP-1 は，中央部に 10 個の連続した leucine-rich re-

peats(LRR)，N 末端および C 末端に保存されたシステイ

ン配列を有し，small leucine-rich repeat proteoglycan

(SLRP)ファミリーに属する。

図 3 各種サイトカインによる PLAP-1 発現制御

各種サイトカインにてヒト歯根膜細胞を 48 時間刺激した

際の PLAP-1 の遺伝子発現を，HPRT 遺伝子発現を基準

とした Real-time PCR により解析した。 *p ＜ 0.05



しいメンバーあることが明らかとなった8)。

DECORIN および BIGLYCANは，これまで骨の形成

や形態維持に重要な役割を果たしている事が報告され

ている13, 14)。一方，ヒトの身体を構成する各組織よ

り作成した臓器別遺伝子発現プロファイルをデータ

ベース化した東大医科研 BodyMap データベース15)を

遺伝子検索した結果，PLAP-1は，わずか心臓結合組

織および表皮乳頭状組織においてのみ，それぞれ一回

の発現頻度でしか検出されなかった。これらの結果よ

り，PLAP-1 は歯根膜組織に特徴的に発現されてお

り，その遺伝子産物である PLAP-1 タンパクは細胞外

基質として，歯根膜における硬組織形成に関与してい

る可能性が示唆された8)。

そこで，硬組織形成を誘導した培養歯根膜細胞にお

いて PLAP-1の発現を解析したところ，硬組織形成

に伴ってその遺伝子発現が亢進することが示された。

さらに，各種増殖因子による PLAP-1発現への影響

を検討ところ，骨形成誘導能を持つ BMP-2 および

BMP-4 によって，PLAP-1の発現が誘導され，塩基

性線維芽細胞増殖因子(FGF-2)添加により PLAP-1

の発現が著明に抑制された(図 3)。すなわち PLAP-

1は硬組織形成の過程でそれらサイトカインにより発

現制御を受けている可能性が示唆された16)。

歯根膜組織における PLAP-1 の特異的発現

次に，生体内における PLAP-1の発現を解析する

ために，RT-PCRによりマウスの各臓器における遺伝

子発現を検討した。その結果，PLAP-1は，歯周組織

を含む上顎組織サンプルにおいて高い発現を示し

た17)。そこで，歯周組織における詳細な発現を明らか

にするため，マウス上顎において in situハイブリダイ

ゼーション解析を行った。その結果，PLAP-1は，歯

周組織のうちでも歯根膜に特異的に発現しており，歯

肉や口腔上皮，歯槽骨，骨膜などには全くその発現が

認められないことが明らかとなった(図 4)。歯根膜で

の詳細な発現を解析してみると，PLAP-1遺伝子は歯

根膜中央部に強く発現しており，セメント質および歯

槽骨側での発現は弱いことが明らかとなり，PLAP-1

は，歯根膜組織内でもその発現分布があることが示さ

れた。さらに，抗 PLAP-1 特異抗体による免疫組織染

色を行ったところ，PLAP-1 タンパクの歯根膜特異的

な発現が確認されたことから，PLAP-1 は歯根膜特異

的分子であることが明らかとなった。
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図 4 歯根膜組織における PLAP-1 発現

A. マウス上顎組織における PLAP-1 遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーションにより解析した。倍率 50 倍，HE：

ヘマトキシリン・エオジン染色，PLAP-1：PLAP-1 遺伝子検出用アンチセンスプローベ

B. A の拡大像を示す。倍率 200 倍，P：歯髄，D：象牙質，PDL：歯根膜，AB：歯槽骨



PLAP-1 による歯根膜細胞の硬組織形成分化抑制

次に，in vitroにおいて PLAP-1遺伝子を歯根膜細

胞に強発現させ，その細胞分化過程に及ぼす影響を検

討することにより，PLAP-1 機能の解析を試みた。

まず，PLAP-1 タンパクを強発現させる発現ベクター

を構築し，我々の研究室で樹立したマウス歯根膜細胞

株 MPDL2217, 18) へ遺伝子導入することにより

PLAP-1強発現MPDL22 株を作製した17)(図 5)。

PLAP-1強発現MPDL22 株を用いて，石灰化誘導

培地での長期培養による細胞分化誘導を行った。コン

フルエント状態に達した PLAP-1強発現MPDL22 株

を石灰化誘導培地にて培養し，培養 4，8，12 日目にお

けるALPase 活性を測定した。その結果，興味深いこ

とに PLAP-1強発現MPDL22 株において，長期培養

に伴う ALPase 活性の上昇が対照株と比較して低い

レベルにあることが明らかとなり，特に培養 8日目及

び 12 日目の時点で有意に低い ALPase 活性を示した

(図 5A)。さらに石灰化物形成に対する影響について

検討するために，アリザリンレッド染色にて比較を

行った。対照株においては著明なアリザリンレッド染

色像が確認される一方，PLAP-1強発現MPDL22 株

ではほとんどアリザリンレッド染色像が認められず，

石灰化物形成が抑制されていることが示された(図

5B)。以上のことから PLAP-1 は，歯根膜細胞の硬組
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図 5 歯根膜組織における PLAP-1 発現

A. PLAP-1 強発現の ALPase 活性への影響。PLAP-1 強発現 MPDL22 株を石灰化誘導培地にて細胞分化誘導を行った。

培養 4，8，12 日目に細胞分化マーカーである ALPase 活性を測定した。●：MPDL22 対照株，▲：PLAP-1 強発現

MPDL22 株 *p ＜ 0.05

B. PLAP-1 強発現の石灰化物形成への影響。A の条件で培養した PLAP-1 強発現 MPDL22 株の培養 12 日，15 日目にお

ける石灰化物形成をアリザリン染色にて検討した。

C. BMP-2 誘導性の歯根膜細胞分化への影響。BMP-2(100 ng/ml)で刺激した PLAP-1 強発現 MPDL22 株の刺激後，24，

48，72 時間後における ALPase 活性を測定した。Control：MPDL22 対照株，PLAP-1：PLAP-1 強発現 MPDL22 株 *p ＜

0.05

D. RNAi による内在性 PLAP-1 抑制の影響。BMP-2(100 ng/ml)で刺激した内在性 PLAP-1 抑制 MPDL22 株の刺激後，

24，48，72 時間後における ALPase 活性を測定した。Control：コントロール RNAi 導入 MPDL22 株，326i：内在性

PLAP-1 抑制 MPDL22 株，1260i：内在性 PLAP-1 抑制 MPDL22 株(内在性 PLAP-1 発現：326i ＜ 1260i) *p ＜ 0.05



織形成分化を抑制することが明らかとなった。

PLAP-1 による BMP-2 アンタゴニストとしての機能

次に，BMP-2 が PLAP-1 の遺伝子発現を著明に誘

導したことから，PLAP-1 と BMP-2 との機能的関連

性について検討を行った。PLAP-1 強発現 MPDL22

株を BMP-2(100 ng/ml)で刺激し，刺激後 24，48，72

時間後におけるALPase 活性を測定したところ，対照

株では BMP-2 刺激により経時的にALPase 活性の上

昇が認められたが，PLAP-1強発現MPDL22 株では，

刺激後 48 及び 72 時間において有意に ALPase 活性

が抑制されていた(図 5C)。さらに，内在性 PLAP-1

の発現を PLAP-1 特異的 RNAi にて抑制した場合の

BMP-2 に対する反応性を検討した。その結果，内在

性 PLAP-1 抑制 MPDL22 株では，BMP-2 誘導性の

ALPase 活性が有意に向上していることが明らかと

なった(図 5D)。この ALPase 活性の向上は，RNAi

の効果がより強い 326i 株において高く認められた。

以上のことから，PLAP-1 は，歯根膜細胞において

BMP-2 の作用を抑制的に制御していることが示され

た。

PLAP-1 と相同性の高い Decorin や Biglycan は，

TGF-βと結合しその作用を制御していることが報告

されている19)。さらに，Biglycan と BMP-4 との相互

作用についても報告されていることから14)，PLAP-1

は BMP-2 と直接的に結合することにより BMP-2 の

作用を制御している可能性が考えられた。

そこで，His タグ標識のリコンビナント PLAP-1 を

作製し，PLAP-1 と BMP-2 の 2 つのタンパクを試験

管内でインキュベーションした後，抗His タグ抗体に

よる免疫沈降実験を行った。その結果，BMP-2 は

PLAP-1 と複合体を形成し，共沈することが明らかと

なった(図 6)。さらに，抗 BMP-2 抗体を用いた免疫

沈降実験においても PLAP-1 は，BMP-2 と共沈する

ことが示されたことから，PLAP-1 と BMP-2 との直

接的なタンパク結合が明らかとなった。さらに，

PLAP-1 は BMP-2 が BMP-2 受容体(BMPR-IB)に結

合するのを阻害することで細胞内 SMAD シグナルを

抑制すること，その際，PLAP-1 の 5 番目の leu-

cine-rich repeats(LRR5)が重要な役割を果たしてい

ることが明らかとなり20)，PLAP-1 は BMP-2 のアン

タゴニストとして機能することが示された。

歯根膜における PLAP-1 の機能について考察した

い。図 7に示すように，歯根膜はセメント質と歯槽骨

に挟まれた結合組織であり，それぞれの硬組織に沿っ

てセメント芽細胞や骨芽細胞など，高い石灰化能を有

する細胞が多数存在している。このような環境におい

て，PLAP-1 は歯根膜の中央部に位置する線維芽細胞

様の細胞に特徴的に発現し，細胞外へ分泌型タンパク

として分泌され，BMP-2 等による硬組織形成細胞へ

の分化シグナル伝達を競合的に阻害することで硬組織

形成を抑制し，硬組織形成能を有しながらも生理的な

条件下では軟組織として機能する歯根膜の恒常性維持

に役割を果たす分子であると考察することができる。

現在，我々の研究室では，PLAP-1 トランスジェニッ

クマウスを作製している。歯周組織における表現型を

解析することにより，PLAP-1 の詳細な in vivo機能

の解明が期待される。
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図 6 PLAP-1 と BMP-2 との直接的結合

His タグ標識 PLAP-1 タンパクと BMP-2 とを混和後，抗

His タグ抗体を用いた免疫沈降実験(レーン 1 と 2)および

抗 BMP-2 抗体を用いた免疫沈降実験(レーン 3 と 4)を

行った。免疫沈降後，抗 His タグ抗体あるいは抗 BMP-2

抗体によるウエスタンブロッティング法にて共沈タンパク

を検出した。

図 7 PLAP-1 による歯根膜の組織恒常性維持モデル

PLAP-1 は歯根膜に特異的に発現し，細胞外基質タンパク

として分泌される。歯根膜は，潜在的に硬組織形成能を有

する細胞を保有しているが，生理的状態においては

PLAP-1 が恒常的に発現することにより細胞分化による硬

組織形成を抑制し，一定の幅を保った軟組織として機能す

ると考えられる。



おわりに

歯周組織の恒常性維持および歯周組織の再生・修復

において中心的な役割を果たしている歯根膜につい

て，我々がこれまでに進めてきた PLAP-1 解析を中心

とした研究をご紹介した。興味深いことに，他の複数

の研究グループが，我々と同時期に相次いで PLAP-1

と同一の遺伝子を心臓または膝軟骨からクローニング

し，Asporin と名付けている21, 22)。最近，遺伝子多型

解析の結果，PLAP-1/Asporin が変形性関節症の原因

遺伝子であり，TGF-βの作用を阻害することにより関

節軟骨の再生・修復を制御していることも明らかと

なっている23)。関節軟骨は，細胞外基質が豊富で関節

に加わるメカニカルストレスを緩和するクッションと

しての機能も有し，歯根膜との形態的・機能的な類似

性が高い組織と思われることから，PLAP-1/Asporin

が，歯根膜あるいは関節軟骨といった特殊な組織にお

いて，組織恒常性の維持や再生・修復の中心的な役割

を果たしている重要な因子の一つであることが示唆さ

れる24)。今後は，歯周病の発症機序や病理病態と

PLAP-1/Asporin との関連性についても解明してい

くことが必要であろう。
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