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研究成果の概要（和文）：歯を支える歯根膜組織における組織幹細胞や周囲環境の詳細な調節メカニズムについては未
だ明らかとなっていない。本研究では、歯根膜中における組織幹細胞が歯根付近に点在することが示された。また、歯
根膜細胞間にはギャップ結合が存在しており、低酸素環境下ではギャップ結合の発現が変化することが示されたことか
ら、歯根膜における恒常維持およびリモデリング機構の一部が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The regulatory mechanism of tissue stem cell and its surrounding environment is no
t clearly revealed. In the present study, the tissue stem cells were shown to be scattered around the root
 surface. There were Gap junctions between the periodontal ligaments cell to cell, these expression levels
 were changed in the hypoxia condition. Therefore, we revealed the part of the mechanism in the maintenanc
e and remodeling at the periodontal tissue.

研究分野：
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医歯薬学

キーワード： 歯根膜　マラッセ上皮遺残　細胞伝達

歯学　矯正・小児系歯学



１．研究開始当初の背景 

マラッセ上皮遺残は歯根を取り囲むよう網

目様に存在する上皮細胞群であり、生涯を通

じて歯根膜中に分布している。その機能・存

在意義については長らく不明のままであった

が、近年歯根膜組織の維持やセメント質形成

に重要な役割を果たすことが示唆されており、

将来の歯根膜の再生医療の成否を握る重要な

組織である事が予想される。しかし、マラッ

セ上皮遺残が歯根膜組織中に維持される機構

およびその周囲環境である歯根膜組織が、い

かなる分子機構の制御下にあるのかは不明で

あった。 

また、組織幹細胞が維持されるためには、

幹細胞自身が持つ特性に加え、その周囲環境

におけるph、酸素濃度、サイトカイン、細胞

間相互シグナル伝達など、様々な点において

複雑かつ精密な制御が必要とされる。そして、

これらは咀嚼といった生理的状態における歯

根膜の恒常維持活動のみならず、矯正治療に

おける周囲組織のリモデリング活動にも関与

する点が多い。しかし、未だ歯根膜における

微小環境の調節機構や詳細な分子メカニズム

については不明な点が多く、さらなる解明が

求められている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、歯根膜組織に存在するマラッ

セ上皮遺残中の組織幹細胞を同定すること、

およびそれらを制御する機構として、周囲環

境である歯根膜組織における分子制御機構の

一部を解明することを目的とする。そのため、

歯根膜細胞間における伝達機構および低酸素

環境下がそれらに及ぼす影響について同定を

行う。 

 

(1)長期 BrdU保持細胞の観察によるマラッセ

上皮遺残における組織幹細胞の同定 

BrdU (5-Bromo-2´-Deoxyuridine) の長期保

持細胞は、組織幹細胞能を持つことがしられ

ていることから、歯根形成期のマウスへ

BrdU を連続投与した後、歯根膜内のマラッ

セ上皮遺残中におけるBrdU長期保持細胞の

分布を明らかにする。 

 

(2)歯根膜組織中における細胞間シグナル伝

達機構を解明するため、歯根膜細胞間におけ

るギャップ結合の存在および、低酸素状態が

それらに及ぼす影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)歯根膜組織におけるBrdU保持細胞の同定 

生後7日齢のマウスに、50μｇ/ｇ(体重)用量

のBrdUを1日2回、7日間連続して皮下投与した。

投与終了後11週経過した段階で、4％PFAを用

い還流固定を行い、上顎骨を採取した。組織

を脱灰処理後、パラフィン包埋し、切片を作

製した。その後、BrdU staining kit 

(Invitrogen)を用い、BrdUを検出した。 

 

(2)ヒト歯根膜組織細胞の単離および培養 

当科を受診し、便宜抜歯適応と診断された後、

歯根膜提供の同意を得た患者から抜去した

健全な第一小臼歯を使用した。抜去歯は、

Kawanabe ら（Kawanabe et al, 2010）の方法

に従い、単離を行った。歯根表面から剥離し

た歯根膜組織をコラゲナーゼ処理後、遠心分

離にて細胞を単離し、10％FBS 含有α-MEM 培

地にて培養した。 

 

(3)歯根膜細胞間ギャップ結合の同定 

ギャップ結合の形態学的検討のため、走査型

電子顕微鏡（SEM）および共焦点レーザー顕

微鏡（Olympus FV500）を用いて観察を行っ

た。SEM 観察用サンプルは、単離した歯根膜

細胞を固定後、タンニン酸処理を行い、イオ



ンスパッターにて金蒸着を行った。共焦点レ

ーザー顕微鏡観察用サンプルは、細胞を固定

し、サポニンにて膜透過処理を行った後、抗

原抗体反応させた。 

 

(4)低酸素培養下におけるギャップ結合タン

パク発現の検討 

低酸素培養環境として、マルチガスインキュ

ベーターを使用し、酸素分圧 2％の状態とす

ることで低酸素環境下とした。また、擬似低

酸 素 状 態 を 作 り 出 す 薬 剤 で あ る

Deferoxamine mesylate salt (DFO)を培地へ

添加し、擬似的に低酸素環境を作り出した。

歯根膜細胞を低酸素下で培養後、タンパクを

回収し、低酸素マーカーである HIF1-αタン

パクの発現および、ギャップ結合を構成する

主要タンパクである Cx-43 の発現を、ウエス

タンブロッティング法を用い検討した。 

 
４．研究成果 

(1)BrdU長期保持細胞の同定 

歯根形成期のマウスへBrdUを連続投与し、こ

れらの長期保持細胞を免疫組織学的手法によ

って検出した。下図中矢印部位に示すように、

歯根膜組織中のマラッセ上皮遺残中における

組織幹細胞の分布は、歯根と隣りあう歯根膜

組織に沿って存在していた。また、歯根膜組

織一様に連続した挙動を示すのではなく、歯

根膜内の歯根側に沿って点在していることが

示された。 

 

 

 

 

 

 

(2)歯根膜細胞の単離・培養 

歯根膜細胞は、抜去歯歯根膜から下図Ａの手

順に従い単離した。下図Ｂは、単離後一日経

過した細胞の形態を観察したものである。二

週間培養を継続し、コンフルエントの状態と

なった細胞を以下の実験に用いた（下図Ｃ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(3) 歯根膜細胞間におけるギャップ結合の

同定 

走査型顕微鏡を用い、単離した歯根膜細胞の

形態学的検討を行った。その結果、隣接する

歯根膜細胞間で接触している状態が観察さ

れた（下図Ｄ）。図の赤枠で囲まれた部分の

拡大像（下図Ｅ）では、矢印で示された部分

に突起状の構造物が認められ、接触している

像が確認できた。この結果かた、in vitroに

おいて隣接した歯根膜細胞同士は、細胞間で

突起状構造物を介して接触していることが

示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、三重蛍光染色を用いて歯根膜細胞に

おけるギャップ結合タンパクCx-43分布の検

討を行った。上図 F中の青は細胞核、赤はア



クチン細胞骨格、緑は Cx-43 である。得られ

た蛍光染色像から、Cx-43 が隣接する細胞間

に局在していることが推察された。また、拡

大図（上図 G）の矢印に示された部分では、

Cx-43 が隣接する歯根膜細胞間に局在してい

ることが確認された。これらの結果から、走

査型電子顕微鏡像に認められた歯根膜細胞

間の突起状構造物に、ギャップ結合を構成す

る主要タンパクCx-43が局在することが示さ

れた。以上の結果、単離・培養した歯根膜細

胞間におけるギャップ結合の存在が示され

た。 

 

(4)低酸素培養下におけるギャップ結合の検

討 

歯根膜細胞を低酸素環境下で、種々の時間（0, 

30, 60, 120, 180 分）培養し、ウエスタンブ

ロッティング法を用いて低酸素マーカーで

ある HIF1-αタンパク発現を検討した。その

結果、低酸素培養開始 30 分後から HIF1-αタ

ンパク発現の上昇を認め、180 分後まで時間

依存的な上昇を示した（下図）。この結果か

ら、歯根膜細胞では低酸素培養により HIF1-

αの発現が上昇し、低酸素環境となっている

ことが示された。 

 

 

 

 

 

次に、低酸素環境で歯根膜細胞におけるギャ

ップ結合タンパクCx-43発現がいかなる調節

を受けるのかを検討した。歯根膜細胞を、低

酸素環境下にて、種々の時間（0, 30, 60, 120, 

180 分）培養し、ウエスタンブロッティング

法を用いて Cx-43 タンパク発現を検討した。

低酸素環境は、擬似低酸素薬剤 DFO 下（図上

方）および酸素分圧低下環境下（図下方）に

て検討を行った。その結果、低酸素環境下に

おける Cx-43 タンパク発現量は、コントロー

ル群と比較して、30 分後より減少傾向を示し、

180 分後では有意に発現量が減少した。以上

の結果から、低酸素環境は歯根膜細胞におけ

るギャップ結合タンパクCx-43発現量を抑制

的に調整することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上のことから、本研究では歯根膜中におけ

るマラッセ上皮遺残中の組織幹細胞の分布

が明らかとなり、またその周囲環境である歯

根膜細胞間におけるギャップ結合が存在す

ることが示された。また、低酸素環境下では

ギャップ結合タンパクの発現が抑制的に調

節されたことから、歯根膜の恒常維持のみな

らず、周囲組織における骨リモデリングにも

関与している可能性が示唆された。 
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