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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト歯髄幹細胞（hDPSC）が歯根膜細胞様細胞への分化能を有するか否かを検
討した。ヒト歯髄組織には間葉系幹細胞マーカーを発現し、多分化能を有するhDPSCが存在することが確認できた。hDP
SCは歯周組織を模した歯槽骨に接すると歯根膜関連マーカーの発現が上昇し、また歯根膜線維形成に関与しているTGF-
β1で刺激すると同様に歯根膜関連マーカーの発現が上昇することが明らかになった。hDPSCは歯周組織再生の移植細胞
源になる可能性が考えられ、さらにTGF-β1を組み合わせて用いることで効率よく歯根膜組織再生誘導し、新たな歯周
組織再生法開発につなげていける可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we hypothesized that human dental pulp stem cells (hDPSC) could pos
sess the potential to convert to periodontal ligament cell-like cells. We isolated the cell population, wh
ich showed the expression of mesenchymal stem cell markers and multipotency to differentiate into various 
cell types, from human dental pulp tissue. We investigated the PDL-related gene expression in this cell po
pulation, which could be hDPSC, cultivated on bone slices or with recombinant TGF-beta1 addition. hDPSC cu
ltured on bone slices for 2 weeks enhanced gene expression of Periostin, Col-1, alpha-SMA at the levels si
milar to PDLSC. Moreover, TGF-beta1 addition also upregulated these gene expression in hDPSC. These findin
gs suggested that DPSCs contacting to bone tissue and stimulated with TGF-beta1 could convert to PDL-like 
cells. Although further studies are required to clarify the precise differentiation potential, hDPSC can b
e alternative cell source to regenerate PDL tissue efficiently.
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１．研究開始当初の背景 
現在、根破折歯の保存的治療法として、抜
去した破折歯根を口腔外で接着し抜歯窩に
再固定する意図的再植法が確立されている
が、感染による歯根膜組織のダメージが大き
い場合は、歯周組織の再生が困難であり生着
しないケースが少なくない。最近、歯根膜組
織には多分化能を有する歯根膜幹細胞
(PDLSC)が存在することから、PDLSC を用
いた歯周組織再生法の確立が期待されてい
る。しかしながら臨床応用を想定した場合、
PDLSC は抜去歯牙の歯根表面から採取した
歯根膜組織より分離しなければならないた
め、十分な量の細胞数を獲得することが困難
なケースがある。一方、歯髄幹細胞（DPSC）
は、通常は抜去後廃棄される乳歯や智歯の歯
髄組織から比較的簡便で確実に単離、獲得す
る方法が確立されており（Gronthos S, et al, 
Proc Natl Acad Sci USA 97:13625-13630, 
2000）、また他の組織から間葉系幹細胞を得
る方法と比較して、患者の負担も少なく採取
する機会も比較的多いという利点があり、近
年、組織再生医療の新たな細胞源として注目
されている。そこで、DPSCを用いた移植に
よって歯根膜組織を再生し再植歯を生着さ
せる方法が可能であるかを検討することを
研究計画とした。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト歯髄幹細胞のキャラクタライゼー
ションを行った。 
 
（２）ヒト歯髄幹細胞の歯根膜細胞への分化
能を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞 
ヒト第三大臼歯から獲得した歯髄組織およ
び歯根膜組織を酵素処理した後、培養皿に播
種、培養し出現してきた各細胞をヒト歯髄細
胞（HDPC）およびヒト歯根膜細胞(HPDLC)
として実験に用いた。また、single-colony 
selection 法を用いて両細胞の単一コロニー
を分離し両細胞のクローンを単離した。これ
らの細胞は、10％牛胎児血清含有 α-MEMに
て培養、維持された。 
 
（２）HDPCクローンおよびHPDLCクロー
ンのキャラクタライゼーション 
歯根膜関連遺伝子の発現解析：HDPCおよび
HPDLC両クローンにおける歯根膜関連マー
カー遺伝子の発現を定量的 RT-PCR 法にて
解析した。 
間葉系幹細胞表面抗原マーカーの発現解析： 
各クローンにおける間葉系幹細胞表面抗原
マーカーの発現をフローサイトメトリー分
析法にて解析した。 
細胞分化アッセイ：各細胞クローンを骨芽細
胞系細胞分化誘導、脂肪細胞分化誘導および
軟骨細胞分化誘導各培地にて培養し、各種染

色法にて検討した。 
 
（３）骨スライスとの細胞培養 
HDPC クローンおよび HPDLC クローンを
ブタ歯槽骨スライス上あるいは接する条件
で培養し、歯根膜関連マーカーの発現を定量
的 RT-PCR 法および免疫細胞化学的染色法
にて解析した。 
 
（４）免疫組織化学的解析 
マウス上顎臼歯部歯周組織における TGF-β1
の発現を抗 TGF-β1抗体を用いて免疫組織化
学的染色を行い、観察した 
 
４．研究成果 
（１）ヒト歯髄細胞クローンのキャラクタラ
イゼーション 
初代培養の HDPC および HPDLC におけ
る歯根膜関連マーカー（periostin, collagen-1
および α-SMA）の発現を定量的 RT-PCR 法
にて解析したところ、3 人の異なる提供者か
ら得た HPDLC 全てにおいて HDPC と比較
して発現量が有意に高かった（図 1）。また、
single-colony selection 法にて分離した自己
増殖能の高い HDPC クローンと HPDLC ク
ローン 3種類ずつ（HDPC4A-4, 4A-7, 4A-9
およびHPDLC4A-1, 4A-2, 4A-4）を用いて、
同様に歯根膜関連マーカー発現を検討した
ところ、いずれもHPDLCクローンにおいて
発現が有意に高かった（図 2）。以上の結果よ
り、歯髄細胞は歯根膜細胞とは異なる特徴を
有する細胞であることが示唆された。 

 

図 1 
 

図 2 
 
次に、各細胞クローンにおける間葉系幹細
胞マーカー（CD73 ,CD90, CD105, CD146
および CD166）の発現をフローサイトメトリ
ー分析法にて解析したところ、HDPCクロー
ンはHPDLCクローンと同レベルの陽性発現
を示した。また、分化能について検討したと
ころ、骨芽細胞、脂肪細胞および軟骨細胞分
化を示したことから、多分化能を有している
ことが明らかになった（図 3）。以上の結果、
自 己 増 殖 能 の 高 い HDPC ク ロ ー ン
（HDPC4A-4, 4A-7, 4A-9）は歯髄幹細胞
(DPSC)である可能性が示唆された。 
 
（２）ヒト歯髄幹細胞の歯根膜細胞様細胞へ



の分化能の検討 
 HDPCクローン（HDPC4A-4, 4A-7, 4A-9）
をブタ歯槽骨スライス上で 2 週間培養して
periotin, collagen-1および α-SMAのmRNA
発現を検討したところ、HPDLC クローン
（HPDLC4A-1, 4A-2, 4A-4）と同等レベルま
でその発現が上昇した（図 4）。また、HDPC
クローン 4A-7 を骨スライスと接する状態で
培養したところ、骨スライス周囲の
HDPC4A-7における periostinタンパク発現
が増強した。以上の結果より、骨組織と接触
した HDPC クローン（DPSC）は growth 
factor非存在下であっても歯根膜細胞様細胞
に分化する可能性が示唆された。 

骨芽細胞分化誘導 

脂肪細胞分化誘導 

軟骨細胞分化誘導 
 
図 3 
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次に歯根膜組織において線維形成に関与
していることが知られている TGF-β1の発現
を、マウス上顎臼歯部歯周組織のサンプルを
用いて免疫組織化学的に検討した。その結果、
歯根膜組織においては強発現していたが、歯
髄組織では象牙質に接した象牙芽細胞は陽
性であったが、それ以外の歯髄組織において
ほとんど発現は認められなかった。また、
HDPC クローン 4A-7 と HPDLC クローン
4A-2 における TGF-β1 の発現を定量的
RT-PCR法にて検討したところ、HPDLCク
ローン4A-2において発現が有意に高かった。
そこで、TGF-β1 刺激により hDPSC の歯根
膜細胞様細胞分化に影響があるか検討した。
3 種類の培養 HDPC クローン（HDPC4A-4, 
4A-7, 4A-9）をリコンビナント TGF-β1
（1ng/ml）にて 24 時間刺激すると、歯根膜
関連マーカーである periostin, collagen-1お
よび α-SMAの発現が有意に上昇した（図 5）。
HDPCクローンにおいて、TGF-beta受容体
（TβR1、TβR2）mRNAの発現が認められた
ことから、TGF-β1刺激により、hDPSCが歯
根膜細胞様細胞に分化する可能性が示唆さ
れた。 

 
図 5 

 
本研究において、ヒト歯髄組織には多分化
能を有する歯髄幹細胞(hDPSC)が存在し、
hDPSC は歯周組織を模した歯槽骨に接する
と歯根膜関連マーカーの発現が上昇し、また
歯根膜線維形成に関与している TGF-β1で刺
激すると同様に歯根膜関連マーカーの発現
が上昇することが明らかになった。さらなる
詳細な検討が必要であるが、比較的手に入れ
やすい歯髄幹細胞および TGF-β1を組み合わ
せて用いることで歯根膜組織再生誘導し、新
たな歯周組織再生法開発につなげていける
可能性が示唆された。 
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