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研究成果の概要（和文）：抜歯窩は、時間の経過とともに硬組織で満たされるが、臨床現場ではより速やかな硬
組織の形成が求められる。近年、歯根膜に局在する幹細胞が骨芽細胞に分化して、抜歯窩の治癒に寄与すること
が報告された。一方、これまで硬組織ではレプチン受容体(LepR)陽性細胞が骨格幹細胞(SSCs)として同定されて
いる。本研究では、LepR陽性細胞をマウス歯根膜組織で同定した。Cre/LoxPシステムを用いた細胞系譜解析によ
り、歯根膜のLepR陽性細胞がセメント細胞および歯槽骨の骨細胞に分化することが示唆された。さらに、抜歯窩
の修復骨内における一部の骨細胞もLepR陽性細胞由来であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Regenerative hard tissue forms over extraction sockets over time; however,in
 clinical settings,rapid hard tissue formation is required. Recently,it,was reported that stem cells
 localized in periodontal ligament(PDL) differentiate into osteoblasts and contribute to bone 
regeneration in the extraction socket. On the other hard,leptin receptor(LepR)+ cells have been 
identified as skeletal stem cells in bone tissue. In this study,we identified LepR+ cells in the 
PDL. Cre/LoxP-based strategy revealed that LepR+ PDR differentiate into cementoblasts embedded in 
the cementum and osteocytes in the alveolar bone. In addition,we found that the part of the 
osteocyte detected in the regenerative bone in the extraction socket was derived from LepR+ cells.

研究分野：口腔外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：本研究により、歯根膜のLepR陽性細胞が正常および骨修復時の硬組織形成細胞に寄与することが分
かった。したがって、本研究成果は、歯根膜幹細胞の性状解明に繋がる有意義な内容である。
社会的意義：抜歯後に認められる顎骨の陥凹は、時間の経過とともに自然治癒力で修復され、最終的に硬組織で
満たされる。しかし、糖尿病やステロイド投与患者では、免疫力の低下から抜歯後の骨髄炎の発症リスクが上昇
するため、より速やかな硬組織の形成が求められる。本研究成果は、抜歯窩の治癒を促進する方法の開発につな
がる有意義な内容である。

※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 
抜歯後に生ずる顎骨の陥凹は、時間の経過とともに自然治癒力で修復され、最終的には修復硬
組織で満たされる。しかし、糖尿病や長期のステロイド投与患者では、抜歯後の治癒遅延や免疫
力の低下が原因となり、骨髄炎を発症するリスクが高まることが知られている。また、顎変形症
の患者では、迅速に手術を実施するために、術前準備において施された抜歯窩の速やかな修復が
求められる。これまで、歯根膜(PDL)に局在する幹細胞が骨芽細胞に分化して、抜歯窩の治癒に
寄与することが報告されているが、その性状および骨芽細胞への分化機構については良くわか
っていない。当初、本申請研究は、副甲状腺ホルモン(PTH)受容体を発現する PDL の解析に取り
組んだが、一連の研究過程で我々は、PDL にレプチン受容体(LepR)陽性細胞 (LepR+ PDL)が存在
することを見出した。LepR は、骨組織における骨格幹細胞(SSCs)のマーカー蛋白質として報告
されている。しかしながら、PDL に局在する LepR+細胞が、SSCs と同様に幹細胞能を発揮するか
については未解明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、LepR+ PDL の性状について、遺伝子情報改変マウス Cre/loxP システムを用いた細
胞系譜解析を用いて明らかにする。PDL に含まれる細胞画分の理解を深め、抜歯窩の治癒を促進
する治療法の開発に繋げる。 
 
３．研究の方法 
(1) LepR+ PDL の局在解析 
LepR-cre; ROSA26-loxP-stop-loxP-tdTomato(R26-tdTomato)遺伝子改変マウスを作製した。4
週齢マウスの上顎第一臼歯の凍結切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡により Tomato 標識され
た細胞(LepR/Tom+細胞)の PDL における局在を定量解析した。抗 CD31 抗体および抗 Endomucin 抗
体により血管(血管内皮細胞)を染色し、LepR/Tom 細胞との局在を比較した。 
 
(2) 加齢にともなう LepR+ PDL の硬組織寄与の解析 
4 週、4カ月、および 1年齢の LepR-cre; R26-tdTomato マウスの上顎第一臼歯を回収し、凍結
切片を作製した。共焦点レーザー顕微鏡により LepR/Tom+細胞における PDL、歯槽骨骨細胞およ
びセメント細胞への寄与を調べた。 
 
(3) 抜歯にともなう LepR+ PDL の修復硬組織寄与の解析 
4 週齢の LepR-cre; R26-tdTomato マウスの上顎第一臼歯を抜歯し、２週間後に修復硬組織を
回収した。凍結切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡により LepR/Tom+細胞の修復骨内の骨細胞
への寄与を調べた。 
 
(4) in vitro スフェロイド培養系による LepR+ および LepR-PDL の幹細胞能の解析 
4 週齢の LepR-cre; R26-tdTomato マウスの上顎第一臼歯を抜歯し、PDL をコラゲナーゼによ
り回収した。セルソーターにより、LepR/Tom+細胞と LePR/Tom-細胞を回収した。それぞれの細胞
画分を非接着環境下で２週間培養し、スフェロイドの形成能を指標に、幹細胞能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) LepR+ PDL の局在解析 
上顎第一臼歯の 1.根分岐部、2.近心根の根尖部、3.近心根表面の近心側、4.近心根表面の遠
心側の PDL に局在する LepR/Tom+細胞数を定量した。その結果、根尖部により多くの LepR/Tom+

細胞が認められ、近心側および遠心側よりも有意に高い値を示した。また、CD31 および Endomucin
陽性の血管に近接した場所に LepR/Tom+細胞は局在していた。 
 
(2) 加齢にともなう LepR+ PDL の硬組織寄与の解析 
様々な週齢における LepR-cre; R26-tdTomato マウス上顎第一臼歯の PDL、歯槽骨骨細胞およ
びセメント細胞を観察した。その結果、LepR/Tom+細胞に由来する PDL は週齢を重ねるごとに有
意に上昇することが明らかになった。また、4 週齢では LepR/Tom 細胞の骨細胞への寄与は殆ど
認められず、セメント芽細胞への寄与は全く確認されなかった。一方、LepR/Tom+細胞の骨細胞
およびセメント細胞への寄与は、加齢にともない上昇することが明らかになった。しかしながら、
その寄与率は LepR/Tom-細胞に由来する骨細胞およびセメント細胞と比較し、低値を示した。以
上より、成長にともない形成される歯槽骨およびセメント質は、LepR/Tom+細胞と LepR/Tom-細胞
の両方の細胞画分が寄与することが示唆された。 
 
 



(3) 抜歯にともなう LepR+ PDL の修復硬組織寄与の解析 
4 週齢の LepR-cre; R26-tdTomato マウスにおける上顎第一臼歯を抜去し、２週間後の修復骨
に出現する骨細胞を観察した。その結果、LepR/Tom+細胞に由来する修復骨骨細胞が確認された。
しかしながら、その寄与率は LepR Tom-細胞に由来する骨細胞と比較し、低値を示した。以上よ
り、抜歯窩における修復骨の形成には、LepR/Tom+細胞と LePR/Tom-細胞の両方の細胞画分が寄与
することが示唆された。 
 
(4) in vitro スフェロイド培養系による LepR+ および LepR-PDL の幹細胞能の解析 
LepR-cre; R26-tdTomato マウスの上顎第一臼歯の PDL から LepR/Tom+細胞と LepR/Tom-細胞を
回収し、スフェロイドの形成能を解析した。その結果、LepR/Tom+細胞と LepR/Tom-細胞の両者に
スフェロイド形成能が認められた。また、LepR/Tom-細胞から形成されたスフェロイドには、
LepR/Tom+細胞が含まれた物が散見された。以上より、(1) LepR/Tom+細胞と LepR/Tom-細胞の両
者が幹細胞能を有すること、(2) LepR/Tom-細胞は、LepR/Tom+細胞の分化の上流に位置すること
が示唆された。 
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