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研究成果の概要（和文）：歯髄に多分化能を有する組織幹細胞が存在することが知られているが，この細胞の特
性ならびに象牙芽細胞への分化機構は不明な点が多い。本研究では，転写因子Gli1を発現する細胞が，完成歯歯
髄の血管周囲に散在性に存在し，高いCFU-F活性と多分化能を有することを明らかにした。また，窩洞形成後の
象牙質再生過程において，Gli1陽性細胞が増殖して象牙芽細胞へ分化することを示した。従って，Gli1は歯髄幹
細胞のマーカーとして有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Although pluripotent stem cells exist in dental pulp, the characteristics of
 these cells and the mechanisms of their differentiation into odontoblasts are controversial. In 
this study, we found that cells expressing the transcription factor Gli1 localized around the blood 
vessels in the dental pulp of mature mouse molar. In addition, these cells had high CFU-F activity 
as well as multipotency into osteoblasts, chondrocytes, and adipocytes in vitro. We also showed that
 Gli1-positive cells proliferate and differentiate into reparative odontoblasts during dentin 
regeneration after cavity formation. Therefore, these results suggest that Gli1 is a useful marker 
for dental pulp stem cells in the research of pulp biology.

研究分野： 口腔解剖学

キーワード： Gli1

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の内部にある歯髄という組織に，幹細胞が存在することが知られている。しかしこれまで，どの細胞が幹細胞
であるかを指し示すことは出来なかった。本研究では，Gli1という転写因子を発現する歯髄細胞が幹細胞の性質
を有し，歯髄損傷後に増殖，分化して，象牙質を再生することが示された。今後，Gli1を指標として歯髄幹細胞
の研究が進展することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 高齢社会を迎え，口腔疾患の予防と Quality of Life（QOL）の向上を目指した歯科医療が望

まれており，歯科医療に対するニーズも高度化，多様化している。このような状況下において

歯の咬合機能を長期にわたって維持させることが益々重要であると考えられ，象牙質・歯髄複

合体の保存，保護の重要性が再認識されている。一方，幹細胞研究の進展から，歯髄に多分化

能を有する組織幹細胞が存在することが明らかにされ（Gronthos S et al., PNAS 97:13625-30, 

2000; Miura M et al., PNAS 100:5807-12, 2003），象牙質および歯髄再生療法における歯髄幹

細胞の応用が検討されている。しかし，歯髄に存在する幹細胞は僅かであり，採取も難しいこ

とから，この細胞の特性ならびに分化機構については不明な点が多い。 

 Gli1 は形態形成に必須なヘッジホッグシグナリングの下流にある転写因子である。我々は

Gli1 陽性細胞が歯髄の血管周囲に局在することを明らかにした。また近年，子孫細胞をラベル

する lineage tracing analysis（細胞系譜解析）により，Gli1 陽性歯原性間葉細胞はマウス切歯

（Zhao H et al., Cell Stem Cell 14:160-73, 2014）および臼歯（Liu Y et al., Development 

142:3374-82, 2015）発生過程において，象牙芽細胞を含む多種類の細胞へ分化することが明ら

かになった。従って，Gli1 は歯髄幹細胞のマーカー遺伝子として有用であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では，Gli1 陽性歯髄細胞の特性を明らかにするため，歯髄における Gli1 陽性細胞の

局在ならびに in vitro での幹細胞特性を検討する。また，細胞系譜解析を用い Gli1 陽性歯髄細

胞の正常歯髄ならびに象牙質再生時における動態を解析する。これらより，歯髄幹細胞の可視

化と，Gli1 陽性歯髄細胞の in vitro ならびに in vivo での分化能を検討することを最終的な目

的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 完成歯の歯髄における Gli1 局在の検討 

 生後 8 週齢 Gli1-CreERT2; Rosa26-loxP-stop-loxP-Tomato マウスにタモキシフェンを投与

し，その 2 日後に上顎第一臼歯を 4%パラホルムアルデヒドで固定した。試料は非脱灰の状態

で凍結し，非脱灰凍結切片法（川本法：Kawamoto T, Arch Histol Cytol 66:123-43, 2003; 

Hosoya A et al., Histochem Cell Biol 123:639-46, 2005）で厚さ 5 m の連続切片を作製した。

Tomoto（赤色）蛍光の発現から Gli1 陽性細胞の局在を検討するとともに，血管内皮細胞のマ

ーカーEndomucin，増殖細胞マーカーKi67 を発現する細胞との関係を評価した。 

 

(2) 歯根形成期歯胚ならびに完成歯の歯髄における Gli1 局在と細胞系譜解析 

 生後 2 および 8 週齢 Gli1-CreERT2; Rosa26-loxP-stop-loxP-Tomato マウスにタモキシフェ

ンを投与し，2-28 日後に方法(1)と同様の検討を行った。 

 

(3) 完成歯の歯髄における Gli1 陽性細胞の in vitro での分化能 

 生後 8 週齢 Gli1-CreERT2; Rosa26-loxP-stop-loxP-Tomato マウスにタモキシフェンを投与

し，2 日後の上顎第一臼歯から歯髄組織を採取した。歯髄組織を 37℃でコラゲナーゼとトリプ

シンに 30 分作用させ，歯髄の細胞を採取した。STEMCELL Technologies 社製 MesenCult 

Expansion Kit を用い，プロトコルに従いコロニー形成ユニット線維芽細胞（CFU-F）アッセ

イを行った。また，増殖させた細胞を骨芽細胞，軟骨細胞，脂肪細胞へ分化誘導した。分化の



評価は，それぞれアルカリホスファターゼ，アルシアンブルー，オイルレッド染色で行った。 

 

(4) 窩洞形成後における Gli1 陽性細胞の機能 

 生後 8 週齢 Gli1-CreERT2; Rosa26-loxP-stop-loxP-Tomato マウスにタモキシフェンを投与

し，2 日後に上顎第一臼歯近心面に象牙質窩洞を形成した。術後，0-7 日後に 4%パラホルムア

ルデヒドで固定し，Gli1 陽性細胞とその子孫細胞の分布を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 完成歯の歯髄における Gli1 発現細胞の局在 

 生後 8 週齢臼歯の歯髄において，Gli1-Tomato 発現細胞は血管周囲に散在性に認められた。

Endomucin は血管内皮細胞で陽性であったが，Gli1 発現細胞は Endomucin と共局在を示さ

ずに，ほぼ接する状態で分布していた。Ki67 陽性の増殖細胞は，歯髄ではほとんど認められず，

Gli1 陽性細胞とも共局在は示さなかった。 

 

(2) 歯根形成期歯胚ならびに完成歯の歯髄における Gli1 陽性細胞の分化能 

 歯根形成期である生後 2 週齢の歯髄（タモキシフェン投与後 2 日）においても，8 週齢と同

様に Endomucin 陽性の血管周囲に Gli1 陽性細胞の局在が認められた。Gli1 陽性細胞のほとん

どは Ki67 陰性であったが，一部に Ki67 と共局在を示す細胞も存在した。観察期間を長くする

と，経時的に Gli1 陽性細胞の子孫細胞であることを示す Tomato 陽性細胞は数を増した。これ

らの細胞の多くは Ki67 陽性を示した。タモキシフェン投与後 14-28 日では，根尖部の象牙芽

細胞も Tomato 陽性であった。このことから，歯根形成期歯胚の歯髄にみられる Gli1 陽性細胞

は，一部が増殖しており，歯髄線維芽細胞や象牙芽細胞へ分化することが明らかとなった。 

 次に完成歯歯髄として 8 週齢マウスにおける Gli1 陽性細胞の動態を検討した。Gli1 陽性細

胞は 2 週齢マウス歯髄と同様に血管周囲に散在性に局在していた。しかしこれらの細胞は，観

察期間を長くしてもほとんど数を変えず，Ki67 も陰性であった。従って，8 週齢マウス完成歯

の歯髄に存在する Gli1 陽性細胞は，ほぼ静止状態であることが示された。 

  

(3) 完成歯の歯髄における Gli1 陽性細胞の幹細胞特性 

 採取した歯髄細胞を幹細胞増殖培地で培養したところ，5-7 日で円形のコロニー形成を認め

た。これらコロニーのほとんどは Tomato 陽性細胞で構成されていたことから，Gli1 陽性歯髄

細胞は高い CFU-F 活性を有することが示された。次に，幹細胞増殖培地で増殖させた細胞を

採取し，骨芽細胞，軟骨細胞，脂肪細胞へ分化誘導した。使用した細胞は Tomato 陽性と陰性

細胞を含んでいたが，陽性細胞のみ骨芽細胞，軟骨細胞，脂肪細胞へ分化した。一方，陰性細

胞は多分化能を有さなかった。これらから，Gli1 陽性歯髄細胞は，幹細胞特性を有することが

明らかとなった。 

 

(4) 象牙質再生に対する Gli1 陽性細胞の機能 

 窩洞形成後 3 日の歯髄において，多数の Gli1-Tomato と Ki67 共陽性を示す細胞が認められ

た。このTomato陽性細胞は経時的に数を増し，7日後では窩洞直下のほとんどの細胞がTomato

陽性であった。また，修復象牙質を形成する再生象牙芽細胞の全ては Tomato 陽性であった。 

 以上の結果から，歯髄の Gli1 陽性細胞は血管周囲に分布し，in vitro で幹細胞特性を示すこ

とが明らかとなった。また，窩洞形成後の象牙質再生過程において，象牙芽細胞へ分化するこ



とが示された。従って，Gli1 は歯髄幹細胞のマーカーとして pulp biology 研究ならびに歯髄再

生研究領域において有用であると考えられる。 
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