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研究成果の概要（和文）：歯根膜には間葉系幹細胞が存在することが知られているが、その局在ならびに特性は
不明な点が多い。そこで本研究では、幹細胞マーカーのGli1を発現する歯根膜細胞の分化能を細胞系譜解析法で
検索した。8週齢iGli1/Tomatoマウスにおいて、Gli1/Tomato陽性細胞は増殖を示さなかったが、自己複製能と多
分化能を有していた。また、歯の皮下移植実験でGli1陽性細胞の子孫細胞は歯槽骨を再生する骨芽細胞へ分化し
た。従って、歯根膜に存在するGli1陽性細胞は間葉系幹細胞であり、歯槽骨再生に寄与することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：The periodontal ligament (PDL) contains mesenchymal stem cells (MSCs) that 
can differentiate into osteoblasts, cementoblasts, and fibroblasts. Nevertheless, the distribution 
and characteristics of these cells remain uncertain. Therefore, in the present study, the 
differentiation ability of Gli1-positive cells was examined using iGli1/Tomato mice. In 8-week-old 
iGli1/Tomato mice, Gli1/Tomato-positive cells were quiescent. However, these cells exhibited high 
CFU-F activity and were capable of multi-differentiation in vitro. Additionally, after 
transplantation of teeth of iGli1/Tomato mice into the hypodermis of wild-type mice, Tomato 
fluorescence indicating the progeny of Gli1-positive cells was detected in the osteoblasts of the 
regenerated bone. These results demonstrate that Gli1-positive cells in the PDL were MSCs and could 
contribute to the alveolar bone regeneration.

研究分野：口腔組織学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯根膜幹細胞を効率的に骨芽細胞へ分化誘導し、歯槽骨を再生させる治療法の開発が求められている。しかし、
歯根膜に存在する幹細胞は僅かであり、単離が難しいため、歯周組織再生療法における応用はほとんど検討され
てこなかった。本研究では幹細胞マーカーの一つであるGli1に注目し、このGli1を発現する歯根膜細胞が幹細胞
特性を有することを明らかにした。また、歯槽骨再生および形成時に骨芽細胞へ分化することが示されたことか
ら、Gli1を指標とした歯根膜幹細胞の研究が進むことが期待される。

※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 
超高齢社会において、長期にわたる咬合機能の維持は Quality of Life (QOL)の向上に不可欠
であり、予知性の高い歯周組織再生療法の開発が急務となっている。歯槽骨を再生する骨芽細胞
は、間葉系幹細胞から分化すると考えられる。この骨芽細胞への分化は、bone morphogenetic 
proteins（BMPs）、Wnts、parathyroid hormone（PTH）などのサイトカインやホルモンにより誘
導される。再生医学の進展から、これらの誘導因子で安全性が確認された物質は、すでにバイオ
医薬品として臨床応用されている。しかし、歯根膜に存在する組織幹細胞に対する誘導因子の効
果ならびに分化メカニズムは不明な点が多い。 
 我々はこれまで green fluorescence protein（GFP）ラット臼歯を用いた移植実験から、歯根
膜組織に歯槽骨を再生する細胞が存在することを明らかにした（Bone 42:350-7, 2008）。また、
完成歯の歯根膜に多分化能を有する細胞が局在することを示した（Cell Transplant 23: 691-
701, 2014）。しかし、これらの前駆細胞あるいは幹細胞を形態学的に同定することは困難であ
り、単離、解析することは出来なかった。 
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。Chai Y
のグループによる細胞系譜解析により、歯小嚢に存在するこの Gli1 を発現する細胞は、歯根膜
を構成する多種類の細胞へ分化することが示された（Zhao et al. Cell Stem Cell 14:160-73, 
2014）。従って、Gli1 は歯根膜幹細胞のマーカー遺伝子として有用であると推察されるが、完成
歯においても Gli1 陽性細胞が幹細胞特性を有するかについては不明であった。 
 
２．研究の目的 
歯根膜幹細胞の骨芽細胞への分化メカニズムを明らかにすることは、骨芽細胞を効率的に誘
導することを可能にし、歯周組織再生を促進する治療法の開発につながると考えられる。そこで
本研究では間葉系幹細胞マーカーの一つである Gli1 に着目し、歯根膜に存在する Gli1 陽性細
胞の分化能を検討する。また、蛍光標識した Gli1 陽性細胞を歯根膜から分取し、自己複製能お
よび多分化能から幹細胞であることを証明する。さらにこの Gli1 陽性歯根膜細胞が歯槽骨再生
に寄与することを明らかにし、骨芽細胞への効率的な分化誘導法を検索することを最終的な目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)歯根形成期ならびに完成歯の歯根膜における Gli1 陽性細胞の分化能 
生後 4および 8週齢 Gli1-CreERT2; Rosa26-loxP-stop-loxP-Tomato（iGli1/Tomato）マウス
にタモキシフェンを 2 日間投与し、0-4 週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 µm の
連続切片を作製した。Tomato（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、骨芽細胞マーカーOsterix、線維芽細胞マーカーⅠ型コラー
ゲン、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)完成歯の歯根膜における Gli1 陽性細胞の in vitro における分化能 
 生後8週齢iGli1/Tomatoマウスにタモキシフェンを2日間投与し、上顎第一臼歯を抜歯した。
抜去歯を 37℃でコラゲナーゼとトリプシンに 60分間作用させ、歯根膜から細胞を採取した。採
取した細胞を 6 well プレートに播種し、STEMCELL Technologies 社製 MesenCult Expansion Kit
を用い、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（Osteoblast-Inducer Reagent; MK430; TaKaRa）、軟骨細胞（BMP2; 355-BM; R&D 
SYSTEM）、脂肪細胞（AdipoInducer reagent; MK429; TaKaRa）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 O染色で行った。 
 
(3)Gli1 陽性歯根膜細胞の歯槽骨再生および形成能 
①Gli1 陽性歯根膜細胞の皮下移植歯における歯槽骨再生への関与 
タモキシフェンを 2日間投与した生後 8週齢 iGli1/Tomato マウスの上顎第一臼歯を抜歯し、
ただちに野生型マウスの腹部皮下へ移植した。移植後 5および 28日に周囲組織とともに移植歯
を取り出し、Gli1/Tomato 陽性細胞の分化能を検討した。 
②歯科矯正移動による歯槽骨形成に対する Gli1 陽性歯根膜細胞の関与 
 タモキシフェンを 2日間投与した生後 8週齢 iGli1/Tomato マウスの上顎骨と第一臼歯間にク
ローズドコイルスプリングを装着し、第一臼歯を近心へ移動させた。移動開始後 2および 10日
後に第一臼歯遠心頰側根の歯根膜における Gli1/Tomato 陽性細胞の分化能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)歯根形成期の歯根膜における Gli1 陽性細胞の分化 



 4 週齢 iGli1/Tomato マウスの歯根膜において、Gli1 陽性細胞は散在性に認められた。また、
ほとんどの Gli1/Tomato 陽性細胞は Endomucin 陽性の血管に近接して局在したことから、Gli1
陽性細胞は、歯根膜の中でも血管周囲に存在することが明らかになった。さらにこれらの
Gli1/Tomato 陽性細胞は Osterix ならびにⅠ型コラーゲンを発現しておらず、未分化であること
が推察された。 
 約 4 割の Gli1/Tomato 陽性細胞は Ki67 陽性を示した。そこでタモキシフェン投与後 3、14、
28 日に Tomato 陽性細胞の数を計測したところ、経時的に増加していることが示された。また、
28日後のいくつかのGli1/Tomato陽性細胞はOsterixやⅠ型コラーゲン陽性であったことから、
骨芽細胞や線維芽細胞へ分化したと考えられた。従って、歯根形成期の Gli1 陽性歯根膜細胞は
未分化であるが、歯根膜ならびに歯槽骨のモデリングに関与していることが明らかとなった。 
 
(2)完成歯の歯根膜における Gli1 陽性細胞の分化 
 4 週齢マウスの Gli1 陽性細胞は増殖し、骨芽細胞や線維芽細胞へ分化した。そこで、歯根形
成が完了した 8週齢マウスの Gli1 陽性細胞について、同様に細胞系譜解析を行った。タモキシ
フェン投与直後では 4週齢マウスと同様に Gli1 陽性細胞は少数、歯根膜に観察されたが Ki67 は
陰性であった。この陽性細胞は観察期間を 28 日まで延ばしても数は変わらなかったことから、
8 週齢マウスの Gli1 陽性細胞はほとんど増殖しないと考えられた。またタモキシフェン投与後
28 日の Gli1/Tomato 陽性細胞は Osterix の陽性反応を示さなかったため、8 週齢マウスの Gli1
陽性細胞は通常の状態では骨芽細胞へ分化しないことが示された。 
 
(3)Gli1 陽性歯根膜細胞の幹細胞性 
 8 週齢マウスの Gli1 陽性細胞は、ほとんどの細胞が静止状態であった。一般的に、生体内に
おける幹細胞はほとんど増殖しないと言われている。そこで、静止状態にある 8週齢マウス歯根
膜の Gli1 陽性細胞は幹細胞特性を有するかについて in vitro で検討を行った。 
8 週齢マウスから Gli1/Tomato 陽性細胞と Gli1/Tomato 陰性細胞を採取し、幹細胞増殖培地で
培養すると Gli1 陽性細胞は増殖し、円形のコロニーを形成した。コロニーの数を計測すると、
Gli1 陽性のコロニー数は陰性と比べて非常に多く観察された。また、骨芽細胞、軟骨細胞、脂
肪細胞への分化誘導したところ、全ての誘導群で分化マーカーの陽性領域が認められ、それ
らの領域は Tomato 発現細胞と一致していた。従って、Gli1 陽性細胞はコロニー形成能と多分
化能を有していたことから、歯根膜幹細胞であると考えられた。 
 
(4)Gli1 陽性歯根膜細胞の歯槽骨再生能 
 8 週齢 Gli1/Tomato マウスの上顎第一臼歯を抜歯して、野生型マウスの腹部皮下へ移植する歯
槽骨再生実験を行った。移植後 5日の移植歯は結合組織で囲まれており、周囲に骨は認めなかっ
た。しかし、多くの Gli1/Tomato 陽性細胞が歯根周囲に認められた。Ki67 陽性の増殖細胞は歯
根周囲で認められ、ほとんどの Gli1/Tomato 陽性細胞は Ki67 陽性だった。従って、歯根膜の Gli1
陽性は移植後に増殖し、歯根から離れる方向へ遊走することが示唆された。 
 移植後 28 日になると、歯槽骨が歯根周囲に再生した。Gli1 陽性細胞とその子孫細胞であるこ
とを示す Tomato 蛍光は歯槽骨表面および歯槽骨の基質内に認められ、Gli1 陽性歯根膜細胞は歯
槽骨再生に関与することが示された。 
 
(5)メカニカルストレスに応答する歯槽骨形成能 
 矯正学的歯の移動時における Gli1 陽性歯根膜細胞の骨芽細胞分化能を検討した。矯正移動開
始後 2日、牽引側である遠心歯根膜では、PCNA 陽性細胞が多数認められ、Gli1/Tomato 陽性細胞
の数が増加していた。5日後では、近遠心の歯根膜に多くの Smad4、β-カテニン陽性細胞が認め
られた。10 日後になると、遠心歯槽骨表面に Gli1/Tomato 陽性細胞が認められ、骨芽細胞分化
マーカーである Runx2 ならびに Osterix の免疫反応を示した。これらの結果から、矯正学的歯の
移動時において、Gli1 陽性歯根膜細胞はメカニカルストレスに応答して増殖し、骨芽細胞へ分
化することが明らかとなった。また、その分化には BMP ならびに Wnt シグナル伝達経路が関与す
ることが示唆された。 
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