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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト歯根膜細胞の多分化能を検索する目的で神経分化能の解析をおこなった。コラゲナー
ゼ・ディスパーゼで酵素処理した歯根膜組織よりいわゆる間葉系幹細様な歯根膜幹細胞の抽出
の系は非常に安定しており、未分化性を維持する目的で培地を DMEM/F-12 に換えたところ増殖
は抑制傾向にあった。神経系への分化誘導培地を用いると歯根膜細胞は神経様細胞へ分化する
ことが確認できた。また、イヌ歯周欠損に自己イヌ歯根膜細胞シートを移植したところ、神経
関連タンパクである NFP 抗体陽性の新生神経組織が確認されたことから、インビボ・インビト
ロにおいて歯根膜細胞の神経再生への寄与の可能性が示唆された。また、非常に少ない集団で
はあるが、造血幹細胞の維持に必須といわれる c-kit 陽性細胞が歯根膜由来細胞には存在し、
また c-kit のリガンドである stem cell factor (SCF)を歯根膜細胞が発現していることが確認
されたことから、間葉系組織における c-kit/SCF シグナリングを検討する必要が生じ、現在研
究を進めている。また移植した細胞の動態を追跡するためにさまざまな手法を試したが、最終
的にはレンチウイルスを用いてEGFP を導入する方法を最適化し、細胞治療の研究を行う際には
細胞をラベリングしている。我々のターゲットとしている硬組織は組織切片を作製する際に脱
灰・固定の際に蛍光色素が減退することが分かっているので、免疫組織学的に移植した細胞を
評価する目的で脱灰・固定方法の最適化も併せて行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Neural differentiation potential of human periodontal ligament (PDL) cells was examined.  
PDL tissue-derived cells showed mesenchymal stromal cells (MSC)-like properties and 
possessed neural differentiation capacities both in vitro and in vivo.  In addition, we 
found out that c-kit, a key marker of hematopoiesis, was slightly (~0.5%) expressed in 
human PDL cells.  Thus, we are studying the involvement of c-kit/stem cell factor 
signaling during cell differentiation.  To trace the transplanted cells, we introduced 
lentiviral system and optimize the methods of decalcification and fixation to detect the 
GFP-labeled cells in immunohistochemical analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

顔面骨の多くは神経堤細胞由来であること

がしられており、顎骨由来の幹細胞は間葉系

幹細胞とは異なり、ユニークは特性を持って

いることが示唆されている。我々が追究して

いる歯根膜細胞も神経堤細胞由来であり、間

葉系幹細胞様性質だけでなく様々な特性を

保持していることが示唆されている。顔面領

域における神経堤細胞は主に神経細胞の形

成を司るが、その他の機能に関しては不明な

点が多い。我々はヒト歯根膜細胞の遺伝子発

現をジーンチップを用いて網羅的に解析し

たところ、一般的に知られている periostin

のみならず、今までに明らかにされていない

高発現遺伝子が数多く存在することがわか

った。その中には心筋修復に非常に重要な働

きであることが近年報告されている IGFBP4

のみならず、トロポニンなど心筋組織に特異

的に発現している遺伝子群が数多く検出さ

れた。発生学的な考察をすると歯根膜・心筋

はいずれも神経堤細胞由来であり、最も負荷

のかかる組織群であることに疑いはない。し

かしながら、これらの組織の恒常性を維持す

る上で類似した遺伝子群が存在することは

大きな驚きであった。 

一方、心筋修復に関しては筋芽細胞シート

や脂肪由来間葉系幹細胞シートが実験的梗

塞モデルの心筋機能を有意に向上させるこ

とが示唆されている。これらの細胞が直接心

筋に分化する頻度は極めて低いと考えられ

ており、移植した細胞シートが液性因子を分

泌し、周囲細胞の修復を長期的にサポートす

ることが考えられている。このような心筋パ

ッチを歯根膜細胞で代替すれば、より効果的

に心筋修復をなし得るのではないかと考え

た。 
 
２．研究の目的 
私共は歯根膜由来組織幹細胞を用いて歯

周組織の再生に有効であることを示してき
たが、遺伝子発現解析の結果から、歯根膜由
来細胞は驚くべきことに神経系と心筋修復
に重要な遺伝子群を高発現していることを
見いだした。そこで本研究では歯根膜細胞が
他の神経堤由来の細胞に分化しうるかを、ヒ
ト歯根膜細胞や動物実験にて検証し、簡便に
入手しうる細胞ソースとして、その有効性・
安全性を評価したいと考えた。 
 
３．研究の方法 

本学倫理委員会の承認得た上で、ヒト抜去
歯より歯根膜細胞を酵素を用いて抽出した。
培養した歯根膜細胞の性質を調査した。 
イヌを用いた研究においては自己歯根膜細
胞シートを１壁性欠損に貼付し、骨欠損部は
リン酸カルシウム顆粒を充填した。８週後に
屠殺し、標本を作製した。神経系の再生を観
察するため、抗神経線維タンパク抗体を用い
た免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1)  歯根膜細胞を酵素消化し、未分化性を保

つためにDMEM/F-12培地で培養したとこ
ろ、その増殖能は従来より使用している
αMEM と比べると遅かった。 

(2)  DMEM/F-12 培地で培養された歯根膜細胞
は造血系幹細胞のマーカーである c-kit
とそのリガンドである stem cell factor
を発現していることが分かった。 

(3)  歯根膜細胞は過去に報告があるように
神経特異的マーカーを発現する細胞に
分化した。また、イヌの歯周組織再生実
験においては神経系の再生に寄与して
いる可能性が示唆された。 

(4)  イヌの移植実験において歯根膜細胞シ
ートは骨髄由来、しそう骨膜由来の細胞
シートと比べて厚いセメント質と強固
な靱帯様組織の再生を有意に引き起こ
した。 

(5)  レンチウイルスによりGFPを歯根膜細胞
で発現させることにより細胞の追跡を
行うことが出来るようになった。 
 

(6)  レンチウイルスは濃度依存的に細胞毒
性があるため、低濃度で感染させ細胞ソ
ーターで蛍光強度の高い分画を集める
必要があることが分かった。 

(7)  硬組織においては自家蛍光が強く、GFP
を蛍光顕微鏡で観察することは困難で
あり、また脱灰操作も GFP と抗体の反応
を阻害することから、さまざまな脱灰方
法と固定方法を検討し、その最適化を実
施した。 

(8)  骨芽細胞に分化誘導した細胞シートを
マウスの皮下に移植すると、血管内皮細
胞と共培養することにより、新生骨様組
織の形成が促進した。 

(9)  MEPE は furin によって活性化され細胞
接着を促進した。 

(10)  ヒト歯根膜細胞の特性を解析し、細
胞治療にふさわしい潜在能力を持ち合
わせていることを確認した。 



(11)  GMP 準拠の CPC 内で作製されたヒト
培養歯根膜細胞シートの有効性と安全
性を評価した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
レンチウイルスによりGFPでラベリングされ
たヒト歯根膜細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
歯根膜細胞シート移植群においては NFP（神
経線維タンパク）抗体陽性の神経様組織が再
生された。 
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