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研究成果の概要（和文）：マウスを用いた歯胚移植実験により、歯根膜幹細胞の動態を検索した。通常の胎生期
ラベリング法では歯根膜幹細胞をラベルできないため、胎生期14.5日に母獣にドキシサイクリンを投与すること
により、幹細胞／前駆細胞をラベルした。その結果、移植された歯胚に象牙芽細胞分化と歯根形成の両方が確認
された割合は25.0％で、萌出・咬合した標本も確認できた。静的幹細胞と考えられるGFP強陽性細胞は歯髄中央
および象牙芽細胞下層に維持され、象牙芽細胞への分化も確認されたが、歯周組織にはGFP強陽性細胞は認めら
れなかった。
以上より、歯の発生過程で維持されるGFP強陽性歯根膜幹細胞は他家移植の影響を受けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to search the dynamics of periodontal ligament stem cells, we 
conducted a tooth germ transplantation experiment using mice. Since periodontal ligament stem cells 
cannot be labeled by the BrdU labeling method, stem cells/progenitor cells were labeled by 
administering doxycycline to the pregnant mother on 14.5 days of embryonic period. As a result, 25.0
% of the transplanted tooth germs were found to have both odontoblast differentiation and root 
formation, and some specimens were erupted and occluded. Strongly GFP-positive cells, which are 
considered to be static stem cells, were maintained in the center of the pulp or the 
sub-odontoblastic layer, and differentiate into odontoblasts, whereas strongly GFP-positive cells 
were not found in the periodontal ligament. These results suggest that GFP-positive periodontal 
ligament stem cells maintained during tooth development are affected by allogenic tooth germ 
transplantation. 

研究分野： 小児歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　小児歯科臨床において、健常児における永久歯先天欠如や、小児白血病等腫瘍治療に伴う永久歯の歯根形成停
止・歯胚欠如は大きな問題である。　
これらの症例で、第三大臼歯等の歯胚を欠損部に移植できれば、小児期から骨を含めた形態的・機能的回復が可
能となる。さらに、他家移植が可能となれば、成人の欠損補綴にも応用の可能性が拡大する。しかし、歯の生着
および機能獲得には歯周組織の形成維持が重要であるものの、その生物学的エビデンスは乏しい。
　本研究では、遺伝子改変マウスを用いた歯胚移植により、歯根膜幹細胞の動態およびその維持・分化機構を検
索した。この成果は自家・他家歯胚移植の臨床応用に繋がる第一歩である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

日本小児歯科学会が行った全国調査では、本邦で健常児における永久歯先天欠如者の頻度は

10％に及ぶことが報告されている。また、小児期に発症する白血病等悪性腫瘍疾患の10年生存率

の飛躍的向上とともに、歯の形成期の重大な障害に伴う永久歯の歯根形成停止・歯胚欠如の問題

も苦慮されている。  

これらの欠損補綴を考える時、第三大臼歯等の歯胚を欠損部に移植することが可能になれば、小

児期から骨を含めた形態的・機能的回復が可能となる。また、他家移植まで適応可能となれば、成

人の欠損補綴にも応用の可能性が拡大する。しかし、歯の生着および機能獲得には何よりも歯周組

織の形成維持が重要であるものの、その基盤となるドナー・レシピエント相互作用に関する生物学的

エビデンスは乏しい。 

近年、組織の修復・再生に大きな役割を担う組織幹細胞について解析が進んでいる。腸陰窩、骨

髄、毛包等では、動的幹細胞と静的幹細胞の二種類の幹細胞が存在することが明らかになっている

が（Science 327(5965): 542-545, 2010）、歯髄や歯根膜の幹細胞は、歯が損傷を受けた時にだけ活

発な細胞増殖をする静的幹細胞である。申請者らの研究グループは、非対称分裂（細胞分裂後に

幹細胞と一時的増幅細胞に分かれる特性）を利用して、BrdU（DNAの構成要素チミジン類似物質）

パルス（間欠投与）追跡実験により、歯髄内の静的幹細胞（長期ラベル細胞：Label-retaining cells 

[LRCs]）をBrdUでラベルする胎生期ラベリング法を確立することに成功した。さらに、申請者らの研

究グループはマウスを用いた歯胚移植実験を確立し（J Dent Res 94: 112-120, 2015）、移植後も歯

髄幹細胞が維持され、象牙芽細胞に分化し、歯冠・歯根象牙質を形成するのみならず、歯が萌出・

咬合を完了するまでを明らかにしている。 

しかし、胎生期ラベリング法では歯根膜LRCsをラベルすることが出来ないため、移植歯胚における

歯髄幹細胞の動態が解明されつつある一方、歯根膜幹細胞の動態については未だ不明な点が多

い。歯胚移植後の歯の生着の鍵を握るのは歯周組織の再生であり、歯根膜幹細胞の維持・分化機

構を解明するため、本研究計画の立案に至った。 

 
２．研究の目的 

歯根膜の再生能力と可塑性は歯根膜幹細胞（Lancet 364: 149-155, 2004）に負うところが大き

いと考えられ、歯根膜幹細胞の維持機構と分化能を解明することが自家・他家歯胚移植の臨床

応用に繋がる重要な科学的根拠となると考える。  

我々は、BrdU胎生期ラベリング法では歯根膜LRCsをラベルすることが出来ないことから、胎生

14日にドキシサイクリン（Dox）ですべての細胞をGFP ラベルした後、細胞分裂回数により細胞の

ラベルが減弱するノックインマウス（TetOP-H2B-GFP マウス）を用いて解析をした結果、歯根膜

LRCsをラベルすることに成功した。さらに、これらの細胞はGli1タンパクを発現していることから、

歯髄幹細胞と同様に、ソニックヘッジ（Shh）シグナルが歯根膜幹細胞維持にも働いている可能性

が示唆される。本研究では、TetOP-H2B-GFP マウスおよびGFP遺伝子改変マウスを用いること

により、歯胚移植後のドナー・レシピエント相互作用における歯根膜幹細胞の動態を直接的に検

証し、その維持・分化機構に必要な環境をも解明する。本研究は歯周組織再生を幹細胞生物学

的な側面から捉える独創的な試みであり、その成果は自家・他家歯胚移植の臨床応用に繋がる

ことが期待される。 

 
３．研究の方法 

胎生期14.5日に母獣にドキシサイクリンを投与することにより(胎生期ラベリング法）、非対称分裂を

する幹細胞／前駆細胞をラベルし（ラベル細胞）、深麻酔下で胎生15日齢～生後1日齢のラベルB6

マウス下顎第一臼歯の歯胚を摘出後、歯根形成期の生後2週齢の非ラベルB6マウス上顎第一臼歯

抜歯窩へと移植した。3日～16週間後に4%パラホルムアルデヒド0.1Mリン酸バッファー溶液で灌流固



定後、上顎を一塊として摘出し、12時間、同固定液にて浸漬した。μCT解析後、10％EDTA 2NA溶

液を用いて4 ℃、2週間脱灰後、通法に従いパラフィン包埋し、5μm厚の矢状断切片を作製した。

免疫染色は、抗GFP、抗Gli1、抗ネスチン、抗ペリオスチン抗体を用い、0.05% メチレンブルーで 対

比染色後、光顕で観察した。さらに、全ての細胞がGFPを発現するGFPトランスジェニックマウスをド

ナーまたはホストとした歯胚移植後の治癒過程を検索するとともに、TetOP-H2B-GFP マウス（E14.5

にドキシサイクリン投与）における歯周組織発生過程も合わせてGFP免疫組織化学により検索した。  

免疫染色は、1000倍希釈のウサギ抗GFPポリクローナル抗体、500倍希釈のマウス抗ネスチンモノク

ローナル抗体、500倍希釈のウサギ抗Gli1ポリクローナル抗体、5000倍希釈のウサギ抗ペリオスチン

ポリクロナール抗体（ケミコン国際、テメキュラ、カリフォルニア州、米国）を用いたEnVision法（DAKO

日本、東京）で処理した。 

 
４．研究成果 

歯胚移植の結果は、ネスチン

免疫組織化学と歯根形成により

4つのタイプに分けられた。すな

わち、象牙芽細胞未分化／歯根

未形成（-/-）群、象牙芽細胞分

化／歯根未形成（N/-）群、象牙

芽細胞未分化／歯根形成（-/R）

群、象牙芽細胞分化／歯根形

成（N/R）群は、それぞれ34.1％、

29.5％、12.5％、25.0％であった。

また、胎生18日齢の歯胚を用い

た際に良好な予後が得られた。

（図１、２） 

また、歯胚移植時の手技により、

歯胚の発育方向にはバリエーショ

ンがあり、術後2週に萌出を完了

していない標本もあったが、６つ

の咬頭と2本の歯根を持つ正常な

歯冠歯根形成が進行し、咬合を

獲得している標本も見られた。 

GFPマウスとB6マウス間の歯胚

移植実験により、マラッセの上皮

遺残を含むセメント質寄りの歯根

膜細胞と接合上皮はドナー由来、

歯槽骨寄りの歯根膜細胞がドナ

ーとホスト双方に由来するハイブリ

ッド構造であることが明らかになっ

た。（図３） 

TetOP-H2B-GFP マウス（E14.5

にドキシサイクリン投与）における

歯周組織発生過程の検索により、

H2B–GFP–LRCsは、生後3日から

8週  の間 に TetOP–H2B–GFP 

マウスの 歯根膜に局在し、Gli1 

図１ 歯胚移植模式図および移植後のμCT 像 

図 2 歯胚移植結果および週数別割合(歯根形成お

よびネスチン陽性反応) 



陽性細胞は生後2日から3

週の歯根膜で増加した。し

たがって、歯根膜のH2B-

GFP-LRCs または推定幹

細 胞 は、BrdU の3 回 の

腹腔内注射 (E15-17 に1

日 1 回 ) で 歯 根 膜 の 

BrdU-LRCs を検出できな

かったため、E15-17 の非

増殖細胞に由来すると考

えられた。(図４) 

TetOP-H2B-GFP マウス

を用いた歯胚移植実験で

は、quiescentな幹細胞と考

えられるGFP強陽性細胞は

歯髄中央部ならびに象牙

芽細胞下層に維持されて

おり、象牙芽細胞への分化

も確認された。一方、歯周

組織にはGFP強陽性細胞

は認められなかった。 

以上より、通常の歯の発

生過程で維持されるGFP強

陽性歯根膜幹細胞は、他

家移植では維持されない

可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

まとめ 

生後歯胚より胎生期18日齢の歯胚移植がより良好な結果が得られた。 

歯の発生過程では、歯胚が活発に増殖する胎生期に細胞増殖しない細胞群が歯根膜幹細胞

となる可能性が示唆され、Gli1陽性細胞の分布と一致することから、歯根膜幹細胞がソニックヘッ

ジホッグシグナルで維持されていることが推察された。一方、TetOP-H2B-GFP マウスを用いた

歯胚移植実験では、quiescentな幹細胞と考えられるGFP強陽性細胞が歯根膜に観察されなかっ

たことより、他家移植が幹細胞の維持に影響した可能性が示唆されるが、今後更なる検索が必要

である。 
 
 
 
 
 

図 3  GFP マウスと B6 マウス間の歯胚移植実験：GFP 陽

性反応（上；GFP ドナー、下；GFP ホスト） 

図 4  TetOP-H2B-GFP マウスにおける歯周組織発生過

程。3 週・8 週の H2B–GFP–LRCs の局在 
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