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研究成果の概要（和文）： 

 ヒト歯根膜幹細胞による神経再生について解析を行うため、多分化能を有し胚性幹細胞関連
遺伝子を発現するヒト歯根膜細胞株(1-17 細胞株)を用い、ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞
(PC12)の神経細胞分化、細胞遊走、およびアポトーシスについて検討を行った。その結果、1-17
細胞株が PC12 の神経細胞分化ならびに細胞遊走を促進し、アポトーシスを抑制したことからヒ
ト歯根膜幹細胞における神経再生能が示唆された。さらに 1-17 細胞株と、神経細胞への分化能
を有さないヒト歯根膜細胞株とのマイクロアレイ及びプロテオミクス解析を行い、現在神経再
生を促進する因子について検討を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We recently developed a multipotent clonal human periodontal ligament (PDL) cell line, termed cell 

line 1-17. To clarify the effects of PDL stem cells on neural regeneration remain unclear, we investigated 

the effects of cell line 1-17 on neurocytic differentiation, migration, and survival of PC12 cells. Cell line 

1-17 induced neurocytic differentiation and migration of PC12 cells. Furthermore, this line exerted 

antiapoptotic effects on differentiated PC12 cells. Thus, PDL stem cells may play a role in peripheral 

nerve innervation during its regeneration.  
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)神経支配が様々な組織の恒常性維持およ
び再生に重要な役割を果たすことが知られ
ており、歯根膜組織においても神経損傷が歯

根膜幅の減少およびアンキローシスを誘導
することが報告されている。 

(2)骨髄由来間葉系幹細胞が末梢神経の再生
を促進する報告はあるが、歯根膜幹細胞の神
経再生能は明らかになっていない。 
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(3)歯根膜幹細胞は少数しか存在しないため、
分取が非常に困難であり、また幹細胞として
の形質を維持したまま細胞数を増加させる
のも困難である。 
 

２．研究の目的 

 

 近年、我々は多分化能を有し胚性幹細胞関
連遺伝子を発現するヒト歯根膜細胞株(1-17
細胞株)を樹立した(Tomokiyo et al., 2008)。
本研究ではこの細胞株を用い、ヒト歯根膜幹細

胞による神経再生能を明らかにし、その再生因子

を同定することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1)神経細胞分化 
 ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞(PC12)は神

経栄養因子の存在下にて突起を伸長し、神経細胞

としての特徴を示すことが報告されている。この

PC12 を①1-17 細胞株と共培養、②固定した 1-17

細胞株上にて培養、③1-17 細胞株由来の細胞外基

質上にて培養、④1-17 細胞株培養上清中にて培養

し、7日後、形態的に分化を解析した。 

 

(2)細胞遊走 

 ポアサイズ 8m の膜を有するインサート上に

PC12 を播種したのち、①培地のみ、②1-17 細胞株、

③1-17 細胞株+NGF 中和抗体、④50pg/mL リコンビ

ナント NGF、⑤1-17 細胞株+K252a と分離共培養を

行った。2 日後、膜を通過した PC12 を計測した。 

 

(3)アポトーシス 

 分化誘導後の PC12 を無血清培地にて培養
すると突起が収縮し、アポトーシスを起こす
ことが知られている。そこで分化誘導後の
PC12 を①無血清培地、②無血清の 1-17 培養
上清中にて培養した。24 時間後、細胞形態、
Annexin-V、および抗アポトーシス遺伝子発
現について解析した。 
 
(4)遺伝子およびタンパク解析 
 1-17 細胞株と神経細胞への分化能をもた
ないヒト歯根膜細胞株の遺伝子発現量を比
較するため、マイクロアレイ法を行った。ま
た 2つの細胞株間で発現差のあるタンパクを
同定するため、二次元電気泳動法を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)1-17 細胞株による神経細胞分化誘導 
①共培養 
 1-17 細胞株と PC12 の共培養を行ったとこ
ろ、PC12の神経細胞分化が促進された(図 1)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 1 1-17 細胞株と PC12 の共培養後の位相差
顕微鏡像。矢印は分化した PC12 を示す。 
 
②細胞外器質および膜タンパクの検討 
 固定した 1-17 細胞株上ならびに 1-17 細胞
株由来の細胞外器質上に PC12 を播種したと
ころ、分化した PC12 は極めて少数であった。 
 
③分泌タンパクの検討 
 1-17 細胞株の培養上清中にて PC12 を培養
したところ、分化した PC12 が多数観察され
た(図 2A)。また、培養上清に NGF 中和抗体を
加えたもの(図 2B)、および NGF レセプターで
ある TrkA のチロシンキナーゼ阻害剤である
K252a を添加したもの(図 2C)では、PC12 の分
化は抑制された。さらに ELISA 法にて 1-17
細胞株培養上清中に 50pg/mL の NGF が含まれ
ることが明らかになったが、同濃度のリコン
ビナント NGF を加えても PC12 の分化は誘導
されなかった(図 2D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 培養後の位相差顕微鏡像 (A)1-17 細胞
株培養上清 (B)1-17 細胞株培養上清+NGF 中
和抗体 (C)1-17 細胞株培養上清+K252a 
(D)50pg/mL NGF。矢印は分化した PC12 を示
す。 
 
(2) 1-17 細胞株による細胞遊走誘導 
 培地のみでは遊走する PC12 は少数であっ
たが(図 3A)、1-17 細胞株の存在下では多く
の PC12 が遊走した(図 3B)。一方、1-17 細胞
株に NGF 中和抗体を加えたもの(図 3C)、およ
び K252a を添加したもの(図 3D)では、PC12
の遊走は抑制された。また 50pg/mL リコンビ
ナント NGFを加えても遊走は促進されなかっ
た(図 3E)。 
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図 3 分離共培養後のトルイジンブルー染色
像 (A)培地のみ (B)1-17 細胞株 (C)1-17 細
胞株+NGF 中和抗体 (D)1-17 細胞株+K252a 
(E)50pg/mL NGF。 
 
(3)1-17 細胞株による抗アポトーシス作用 
 血清存在下では分化した PC12 の突起は維
持されたが(図 4A)、無血清培地で培養すると
突起は収縮した(図 4B)。一方、無血清の 1-17
細胞株培養上清では、血清存在下と同様に突
起は維持された(図 4C)。また無血清の 1-17
細胞株培養上清で培養を行うと、無血清培地
での培養と比較して Annexin-V 発現の減少
(図 4D,E)および抗アポトーシス遺伝子 Bcl-2
ならびに Bcl-xL 発現の上昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 培養後の位相差顕微鏡像(A-C)ならびに
Annexin-V測定図(D,E) (A)血清含有培地 (B)
無血清培地 (C)無血清 1-17 細胞株培養上清。
矢印は突起を有する PC12 を示す。(D)無血清
培地 (E)無血清 1-17 細胞株培養上清。赤枠
内は Annexin-V 陽性領域を示す。 
 
 以上の結果より、1-17 細胞株の分泌した
NGFがPC12の神経細胞分化および細胞遊走を
誘導し、アポトーシスを抑制することが示唆
された。しかしながら、1-17 培養上清中に含
まれるのと同濃度である 50pg/mL リコンビ
ナント NGFでは神経細胞分化および細胞遊走
が促進されなかったことから、1-17 細胞株は
NGF だけでなく NGF と共力作用をもつタンパ
クを産生していることが推察された。 

(4) 遺伝子およびタンパク解析 
 1-17細胞株に由来するNGFと共力作用を持
つ因子を同定するため、神経細胞への分化能
をもたない細胞株とのマイクロアレイ解析
を行った。その結果 1-17 細胞株において 2
倍以上の発現量を示し、Neuroscience に関与
する 17 遺伝子を同定した。 
 また二次元電気泳動により、1-17 細胞株に
のみ発現の認められるスポット認めた。 
 
(5)今後の展望 
 
 本実験より、歯根膜幹細胞の神経再生能が
示唆されただけでなく、その再生誘導が歯根
膜幹細胞の産生する NGFおよび共力作用をも
つタンパクであることも示唆された。このタ
ンパクを同定することは、効率的に神経再生
を行う上で非常に意義のあるものであると
考えられる。 
 現在、複数の遺伝子およびタンパクが候補
に挙がっているが、その機能を解析するため
以下の実験を予定している。 
① 1-17 細胞株に siRNA 法を用いてマイク

ロアレイにより得られた 17 遺伝子の発
現抑制を行い、PC12 の神経細胞分化、遊
走、およびアポトーシスに及ぼす影響を
検討する。 

② 二次元電気泳動により得られたスポッ
トの解析を行い、タンパクの同定を行う。 

③ ①によって得られた遺伝子を導入した
細胞、または②によって得られたタンパ
クを神経損傷モデル動物に移植し、治癒
効果を検討する。 
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