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研究成果の概要： 

私達は、ヒト歯根膜組織に由来し、骨芽細胞ならびに脂肪細胞への分化能を有したクローン化
した細胞株 1-11 細胞株の樹立に成功した。この細胞株を用いて免疫不全(SCID)マウスの背部皮
下にβTCP と共に移植した結果、βTCP 周囲に歯根膜組織に特徴的な Sharpey 線維様の構造物を
有した歯根膜様組織を構築することが明らかになった。しかしながら、この形成効率は、歯根
膜組織再生因子の候補としてあげられるようになった塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)または
enamel matrix derivative (EMD)によって高めることはできなかったことから、他の因子の関
与が求められることが示唆された。また歯根膜細胞を機械的刺激下においた場合、angiotensin 
II, TGF-beta, alkaline phosphatase の発現が促進したことから、咬合力が負荷される歯根膜
において、その恒常性の維持に angiotensin II の関与が重要であることが示唆された。さらに
カルシウムには歯根膜細胞の石灰化を促進する働きがあることが明らかになったことから、歯
根膜の再生の足場要素にはカルシウムの存在が重要であることが示唆された。これらの要素を
複合することによって、歯根膜組織再生を促進することが可能になると 
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１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病によって喪失した歯周組織の再生
は困難であることから、失われた歯根膜およ

び歯槽骨の再生を積極的に促す方法の確立
が待望されている。これまでに歯周組織再生
を促す様々な誘導因子が報告されているが、
より確度の高い歯周組織再生実現に向けて
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は歯根膜再生を促進する因子あるいは歯根
膜形成に必須の因子の同定が大きな命題で
ある。これまでに歯根膜細胞に特異的に発現
している遺伝子検出の報告は多数なされて
いるものの、その詳細な機能に関しては解析
が進んでいないのが現状である。その理由と
して、目的遺伝子の歯根膜組織形成能を検討
するための in vivo 機能解析実験系が確立さ
れていないことがあげられる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らは、ヒト不死化歯根膜細胞株を樹
立し、これより 2種の幹細胞クローンを分離
した。これらの歯根膜幹細胞クローンを用い
た新たな SCID マウス移植実験系を確立し、
この実験系を用いて歯根膜再生に重要な因
子を明らかにして歯根膜再生機構について
解明し、新しい歯根膜再生療法の開発へと繋
げていくことを本研究の目的としている。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
① 歯根膜組織形成能を検討するための in 
vivo 機能解析実験系の確立 
 申請者らが樹立したヒト不死化歯根膜幹
細胞クローンを足場となるハイドロキシア
パタイトとともに SCID マウスの背部皮下に
移植するとセメント質様構造物を含む歯根
膜様組織を形成することを既に報告してい
る（藤井ら．第 84 回国際歯科学会: 2006 年
6 月発表）。この実験系に改良を加え、より移
植期間が短くセメント質様構造物形成量の
多い SCIDマウス移植実験系を確立するため、
歯周組織再生能を有することが報告されて
いる bFGF または EMD などの因子をコーティ
ングしたハイドロキシアパタイトを用いて
移植を行い歯根膜様組織形成までに要する
期間や形成量を従来の SCID マウス移植実験
系と組織学的に比較検討する。 
 移植部位の組織学的解析には、腱様構造物
の検出にはアザン染色法、periostin など歯
根膜組織に特異的に発現する各種遺伝子の
発現については免疫染色法を、そして形成さ
れた構造物の由来種の同定にはヒト由来の
細胞に反応する抗ビメンチン抗体を用いて
免疫組織学的に検討する。 
 
② 歯根膜様組織形成に重要な因子の同定 
 歯根膜が通常負荷されている咬合力を模
した機械的刺激を歯根膜細胞に付与し、その
結果、検出される因子を同定しさらにその機
能について解析し、歯根膜組織再生に重要な

因子について明らかにする。 
 
③ 歯根膜再生に関わる足場についての検
討 
 これまでに歯根膜細胞の石灰化には足場
としてカルシウムが関与することを報告し
ており、そのメカニズムについて解析するこ
とにより、歯根膜組織再生のための歯根膜細
胞の足場の条件について解明する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
① 私達が樹立したクローン化したヒト歯
根膜幹細胞株 1-11 細胞株は、骨芽細胞また
は脂肪細胞への分化能を有しており、この細
胞株をβTCPと共にSCIDマウス背部皮下に移
植することによって、2 ヶ月後にβTCP の周
囲にオステオカルシンを含んだ硬組織を形
成し、その表層にはコラーゲン線維が陥入し
た Sharpey 線維様の構造体を構築し、さらに
この線維は歯根膜組織に認められるぺリオ
スチンを発現していたことから、1-11 細胞株
は歯根膜様組織形成能を有した未分化な細
胞株であることが示唆された。そこで、この
細胞株を用いて、より効率よく歯根膜組織再
生に働く因子について明らかにすることを
目的として、近年歯根膜の再生能を持つと考
えられている bFGF ならびに EMD に浸漬した
βTCP を 1-11 細胞株ともに SCID マウス背部
皮下に移植したが、いずれも上記にあげたよ
うな歯根膜様組織の形成がさらに促進した
結果は得られなかった。つぎに、Bone 
morphogenetic protein (BMP)2 または BMP4
に浸漬したβTCP を、上述したように 1-11 細
胞株ともに SCID マウス背部皮下に移植した
結果、硬組織を伴った歯根膜様組織の形成が
促進する傾向が認めらた。また両因子による
結果において、BMP2 が BMP4 と比較してやや
効果が高い傾向が認められた。以上より、歯
根膜組織再生には BMP2 の他に因子の関与が
必要であることが示唆された。 
 
② 初代ヒト歯根膜細胞(HPLF)に伸展力を
負荷し、その結果発現する因子について検討
した。細胞に付与する伸展率は、破骨細胞形
成因子である RANKL の発現が抑制され、破骨
細胞抑制因子である OPGの発現が促進するよ
うな伸展力を元にして、８％で負荷をかける
ことに決定した。その結果、機械的刺激後の
HPLF において、Angiotensin II（ANG II)、
TGF-betaそして Alkaline phosphatase (ALP)
の遺伝子発現が促進することが確認された。
ANG II 単味での HPLF 刺激においても、
TGF-betaならびにALP発現が促進することが
明らかになった。またこの反応は、ANG II レ



 

 

セプターである AT2 のブローカーによって、
抑制され、同じく AT1 のブロッカーでは抑制
されなかった。つぎに HPLF を AT1 または AT2
ブロッカーにて処理した後、伸展力を負荷し
た結果、ANG II にて刺激した場合と同様に、
AT2 ブロッカーによって TGF-beta ならびに
ALP の発現が抑制され、AT1 ブロッカーでは
抑制反応が認められなかった。以上のことか
ら、伸展力が負荷された歯根膜細胞において
ANG II を介した経路が存在し、ANG II は歯
根膜の恒常性に維持に関与していることが
示唆された。 
 
③ 生体内で歯根膜の終末は歯根あるいは
骨といった硬組織に両端をおいている。すな
わち歯根膜は硬組織が存在する部位では、石
灰化能を有していると考えられることから、
本実験に同意が得られた患者のヒト歯根膜
細胞を CaCl2 存在下で培養し、カルシウムが
歯根膜細胞の分化に及ぼす影響について検
討した。その結果、CaCl2 がおよそ 5mM 程度
で存在した場合に、オステオポンチン、オス
テオカルシンの mRNA 合成量を促進すること
が明らかとなった。また同様の条件下で同じ
濃度の MgCl2 と培養した場合には、何も添加
していないコントロールと同じ結果であっ
たことから、カルシウムが歯根膜細胞の骨芽
細胞への分化を誘導することが示唆された。
さらに CaCl2が歯根膜細胞の増殖に及ぼす影
響について検討したところ、カルシウムの濃
度依存的に促進することが明らかになった。
さらにCaCl2によって、BMP2の発現が亢進し、
MgCl2は無添加のコントロールと同様に BMP2
の発現には影響しなかった。HPLF は BMP2 レ
セプターの type IA ならびに type II を発現
していたことから、HPLF はカルシウム刺激に
よって BMP2 を発現し、さらにこれは
autocrine または paracrine に作用し骨芽細
胞への分化が促進したと考えられた。一方、
BMP シグナルの antagonist である noggin の
発現について CaCl2 または MgCl2 を添加して
培養した HPLF を用いて検討した結果、培養
初期において、その発現は無刺激の細胞と変
化はない一方で、CaCl2 投与群において BMP2
の発現は当初から促進していた。以上のこと
から、歯根膜組織再生には、足場材料として
カルシウムをある一定の割合で徐放する特
性が必要とされ、これにより生体内ではその
周囲に石灰化組織を構築することが可能と
なることが示唆された。    
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