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研究成果の概要（和文）：歯嚢は歯科治療で廃棄される組織で，歯嚢から再生医療用の細胞が得

られれば有意義である．歯嚢から分離した歯嚢細胞(hDFC)と骨髄由来未分化間葉系幹細胞

(hMSC)の細胞学的性質を比較検討すると供に，hDFC の石灰化過程で発現変動する遺伝子を

解析した．hDFC は hMSC と類似した性質を有し，石灰化過程で骨芽細胞分化に関連する遺伝

子の発現上昇が認められた．よって，hDFC は骨再生医療応用の可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Dental follicle (DFC), which is an ectomesenchymal tissue 
surrounding the developing tooth germ, contains stem cells and lineage committed 
progenitor or precursor cells of osteoblasts. In this study, we compared characteristics 
of DFC and bone marrow mesenchymal stem cells, and analyzed gene expression profiles. 
DFC are suggested a major source of stem cells in adults, and have great potential for 
regenerative purposes in cell therapy.  
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１．研究開始当初の背景 
 口腔外科領域では，腫瘍等で欠損した部位
の機能回復やインプラント治療に向けた骨
量増加のために，骨組織再生医療が求められ
ている．そのためには患者の侵襲が少なく，
十分な細胞数を得ることが可能な細胞源が
必要となる．歯嚢は歯科治療過程で廃棄され
る組織である．歯嚢には未分化間葉系幹細胞
が存在し，歯嚢から分離した細胞を骨芽細胞
誘導培地で培養すると石灰化することが明

らかとなった．通常，破棄される組織から骨
再生医療に用いる細胞を採取できるならば，
患者の身体的負担を軽減できる．歯嚢由来細
胞の再生医療応用には，本細胞の細胞学的お
よび分子生物学的性質を検索し，石灰化過程
でどのような遺伝子が発現し，シグナルネッ
トワークを形成しているのかを検討するこ
とが必要となる。そこで，歯嚢由来細胞につ
いてマイクロアレイ解析し，シグナリングパ
スウエイ解析を行うことを計画した． 



(7) マイクロアレイ解析 ２．研究の目的 
 GeneChip を用いて遺伝子発現量を網羅的
に測定し， GeneSpring を用いて遺伝子発現
解析を行った． 

 歯嚢由来細胞が骨組織再生医療の細胞と
しての有用性を調べることを目的とした． 
 

 (1) 歯嚢由来細胞の細胞学的および分子生
物学的性質 (8) パスウェイ解析 

 分子間相互作用およびシグナリングパス
ウェイ解析は Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA)を用いて行った． 

 現在すでに骨再生医療に用いられている
ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（hMSC）とヒト歯
嚢由来細胞（hDFC）細胞学的および分子生物
学的性質を比較検討する．  

４．研究成果   
(1) hDFC と hMSC の比較検討 (2) 歯嚢由来細胞の石灰過程で発現する遺

伝子の網羅的解析およびシグナリングパス
ウェイ解析 

① Notch-1 および STRO-1 発現 
 hDFC および hMSC について幹細胞マーカー
である Notch-1，STRO-1 の免疫組織染色を行
った． 

 hDFC を骨芽細胞誘導培地で培養を行い，石
灰化過程で発現変動する遺伝子群について
マイクロアレイを用いて網羅的に解析する．
また，発現変動した遺伝子群の分子間相互作
用およびシグナリングパスウェイを解析す
る． 

 
 

   
 ３．研究の方法 

(1) 歯嚢由来細胞の分離・培養 
 埋伏抜歯の採取した歯嚢を collagenase 

 /dispase処理し，hDFCを分離後，mesenchymal 
stem cell growth medium (GM)を用いて，初
代および継代培養を行った． 

hDFC および hMSC は Notch-1，STRO-1 陽性
であった． 
  
② hDFC と hMSC の石灰化能 (2) Immunocytochemistry 
 hDFC と hMSC を OIM で培養した時の石灰化
能を調べた． 

 hDFC および hMSC の Notch-1 および STRO-1
発現を各抗体および LSAB kit を用いて免疫
化学染色を行った．  
 
(3) 石灰化能の検討 
 hDFC および hMSC を mesenchymal stem cell 
osteogenic induction medium (OIM)で培養
し，石灰化能については Alizarin S red 
staining または von kossa staining を用い
て調べた． 
 
(4) ALP 活性の測定 
 hDFC および hMSC を mesenchymal stem cell 
osteogenic induction medium (OIM)で培養
し ， alkaline phosphatase (ALP) 活 性 を
StemTAG ALP activity assay kit を用いて
測定した． 
 
(5) 脂肪細胞への分可能の検討 
 hDFC および hMSC を mesenchymal stem cell 
adipogenic induction medium (AIM)で培養
し，脂肪滴形成を Oil red o staining で検
索した． 
 
(6) Total RNA の抽出 
 hDFCおよび hMSCを 2x105 cell/100 mm dish
のい播種し，GM または OIM で培養し，経時的
に total RNA を TRIzol で抽出した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 hDFCおよびhMSCは OIMで培養10日目から
(a) Alizarin 染色陽性となり，培養 24 日目
ではいずれも(b) von Kossa 染色陽性であっ
た． 
 
③ ALP 活性 
 hDFC と hMSC を OIM で培養した時の ALP 活
性の経時的変動を調べた． 
 



 
 

 
 OIM で培養すると hDFC および hMSC の ALP
活性は経時的に上昇し，GMで培養した時に比
べ有意に高かった． 
 
④ 脂肪細胞への分化誘導 
 hDFC と hMSC を AIM で培養し，脂肪細胞へ
の分化能を調べた． 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
   a: hDFC, b: hMSC 
 
 hDFC と hMSC を AIM で培養すると hMSC は培
養 13 日目から，hDFC は培養 18 日目で脂肪滴
が認められた． 
 
⑤ マイクロアレイ解析 

  分化誘導していない hDFC と hMSC について
マイクロアレイ解析を行い，遺伝子発現につ
いて比較検討した． 

 
 
  
  Table 1 に各種細胞表層マーカーの遺伝子

発現量を示す．hDFC と hMSC では, 細胞表層
抗原，stem cell マーカーおよび各種 growth 
factor receptor の発現は類似していた． 

 

  Table 2 に hDFC と hMSC 間で発現が異なる
遺伝子群を示す．hDFC と hMSC 間で発現に差
がある遺伝子には Hox 遺伝子が多く認めら
れた. hDFC では LHX8，hMSC では HOXA9, HOXA5, 
HOXA10 が高い発現をしていた． 

 
 
 
 
  

 
 

  



 Table 3 に細胞分化マーカー遺伝子の発現
を示す．  

(2) hDFCが石灰化過程で発現変動する遺伝子
の検索 

 ① マイクロアレイ解析 
 GMまたはOIMで培養3日目，10日目のhDFC
についてマイクロアレイ解析を行った． 
約47,000遺伝子中，GM培養した細胞に比べ，
OIM で培養した時，２倍以上発現が上昇した
遺伝子は，培養 3日目では 522 遺伝子，培養
10 日目では 913 遺伝子であった．また，OIM
で培養した時，1/2 以下に発現が減少した遺
伝は，培養 3 日目では 429 遺伝子，培養 10
日目では 885 遺伝子であった． 
 

 
 ALP は培養 3 日目，10 日目いずれでも GM
で培養した細胞に比べ OIMで培養した細胞で
遺伝子発現が上昇していた．Runx2 は培養 3
日目では OIMで培養した細胞で遺伝子発現は
上昇していたが，培養 10 日目では OIM で培
養した細胞で減少していた．odontogenic 
cell markersはいずれの細胞でも遺伝子発現
は認められなかった．また，ligament および
neurogenic cell markers は OIM で培養した
細胞では遺伝子発現の減少が認められた． 

 
 発現変動が認められた遺伝子群について
Ontology 分類を行った．  

 
 
② IGF-II および IGFBP-2 の遺伝子発現 
 OIM で培養した hDFC の培養 3 日目につい
て，発現上昇率の高い遺伝子群に IGF-II が
認められた．IGF と結合して存在し，IGF の
作用制御に関与する IGFBP では，IGFBP-2 が
認められた．そこで，real time-PCR 法を用
いて IGF-II，IGFBP-2 について経時的な発現
量を調査した．その結果，OIM で培養した細
胞では，IGF-II，IGFBP-2 ともに培養 3 日目
より発現が上昇しはじめ，7 日目で発現上昇
は最高値となった． 

 
 発現上昇した遺伝子は，培養 3日目，培養
10日目いずれでもtranscriptionに分類され
る遺伝子が多かった． 

 
 
  
  



TGF-b signaling IGF-II 
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赤：OIM で培養した細胞で遺伝子発現が上昇 
緑：OIM で培養した細胞で遺伝子発現が減少 
 
 骨芽細胞への分化で重要な役割を担って
いる BMP および TGF-b のシグナリングパスウ
ェイを調べた．培養 3日目では，GM で培養し
た細胞に比べ OIM で培養した細胞では，BMP
および TGF-b の遺伝子発現上昇と，BMP およ
び TGF-bの阻害因子の遺伝子発現減少が認め
られた．一方，培養 10 日目では，OIM で培養
した細胞では，BMP 遺伝子は発現減少が認め
られ，TGF-b の遺伝子発現は変動が認められ
なかった．尚，SMAD family は，GM または
OIM で培養した細胞間で遺伝子発現変動はな
いが，hDFC で発現していることをマイクロア
レイデータで確認した． 

 
 
③ シグナリングパスウェイ解析 

 よって， BMP signalig および TGF-b 
signaling は骨芽細胞分化初期に亢進するも
のと示唆された． 

 マイクロアレイ解析の結果発現変動が認
められた遺伝子群［培養 3 日目：951 遺伝子
（OIM で上昇：522 遺伝子，OIM で減少：429
遺伝子），培養 10 日目（OIM で上昇：913 遺
伝子，OIM で減少：885 遺伝子）］を IPA 
Database にアップロードし，シグナリングパ
スウェイ解析を行った． 

 
 以上の結果から，歯嚢由来細胞には未分化
間葉系幹細胞が存在した．しかし，骨髄由来
間葉系幹細胞と比べると脂肪細胞へは分化
する細胞が少ないことから，未分化間葉系幹
細胞よりは骨芽細胞前駆細胞が多いと考え
られた．また，歯嚢由来細胞は骨芽細胞だけ
ではなく，セメント芽細胞への分化が報告さ
れているが，今回の我々のマイクロアレイ解
析では，セメント芽細胞の分化マーカーは検
出されなかった．歯嚢由来細胞がセメント芽
細胞へと分化するには，dexamethasone, 
b-glycerophosphate, ascorbate 以外の別の
刺激が必要なのかもしれない． 

 
BMP signaling 

 
 
 
 
 
 
 
 

 今後は，歯嚢由来細胞の骨再生医療応用を
視野に入れ，in vivo の研究を進める必要が
あると考える． 
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