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研究成果の概要（和文）：ドキシサイクリンですべての細胞がGFP陽性を示すTetOP-H2B-GFPマウスを用いて、歯髄中央
部血管周囲に加え、象牙芽細胞下層に非対称分裂する長期ラベル細胞LRCsが存在する事実を発見した。さらに、拒絶反
応の有無に関わらず歯の他家移植後に静的歯髄幹細胞がアポトーシスを起こすという現象を発見し、マイクロアレイに
よる網羅的解析と免疫組織化学によりインスリン様成長因子結合タンパク質5が前駆細胞および静的歯髄幹細胞維持に
重要な役割を果たすことが推察された。また、静的歯髄幹細胞が転写因子Gli1および受容体Patched1を発現しており、
これらの細胞がShhシグナルで維持されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Long term label-retaining cells (LRCs) were localized in the subodontoblastic 
layer as well as the perivascular niche in the center of dental pulp, demonstrated by TetOP-H2B-GFP 
mutant mice that allow doxycycline-inducible, green fluorescent labeling of cells. The disappearance of 
LRCs was attributed to the extensive apoptosis occurring significantly in LRCs except for the 
newly-differentiated odontoblast-like cells even in cases without immunological rejection in the process 
of pulpal healing following allogenic tooth transplantation. Microarray and immunohistochemical analyses 
demonstrated that insulin-like growth factor binding protein (IGFBP) 5 is supposed to pay an important 
role in the maintenance of quiescent dental pulp stem/progenitor cells. Furthermore, the co-localization 
of transcriptional factor Gli1 and receptor Patched1 in the quiescent stem cells suggests that these 
cells are regulated by sonic hedgehog signaling.

研究分野： 口腔解剖学
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-H2B-GFPマウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
歯髄は高い修復能力をもち、歯が磨り減っ

たり、う蝕や治療で削られたりすると、歯髄
内では局所的に象牙質が形成される。歯の損
傷後の歯髄修復に関わる細胞の供給源にな
るのが歯髄幹細胞／前駆細胞であることは
疑いのない事実である。これまでの研究では、
細胞表面マーカーや色素排除性により歯髄
幹細胞が同定され、in vitro および ex vivo 移植
実験により幹細胞の自己増殖・多分化能が検
証されてきた。しかしながら、生体 in vivo に
おける本来の場所 in situ の幹細胞の局在や歯
の損傷後の動態は知る事が出来なかった。幹
細胞の 85～90％は G0/G1 期（静的 quiescence
な状態）であるので、非対称分裂（細胞分裂
後に幹細胞と一時的増幅細胞に分かれる特
性）を利用した BrdU（DNA の構成要素チミ
ジン類似物質）パルス（間欠投与）追跡実験
が 静 的な幹 細 胞（長 期 ラベル 細 胞 ：
Label-retaining cells [LRCs]）を同定する有効
な方法となる。我々は、幹細胞のこの特徴を
利用して歯髄幹細胞を BrdU でラベルする胎
生期ラベリング法を確立することに成功し、
in vivo 歯の損傷モデル動物実験と組合せ、歯
髄幹細胞の局在と分化能を明らかにした。す
なわち、歯髄幹細胞は歯髄中央部血管周囲に
局在し、歯の損傷後に象牙芽細胞に分化する
のに対し、骨組織形成には血行性に歯髄に到
達する骨髄由来細胞などの他の細胞群が関
与する可能性が示唆された。 
しかしながら、BrdU を用いた胎生期ラベ

リング法にはいくつかの問題がある。とりわ
け、歯髄 LRCs を生きたまま機能解析するこ
とができない事と LRCs の亜集団（サブポピ
ュレーション）を区別することができない点
は大きな問題で、歯髄 LRCs の細胞学的特徴
は依然不明のままである。近年、テトラサイ
クリン系薬剤でヒストン結合 GFP 発現制御
（Tet-ON システム）が可能なノックインマウ
ス（H2B-GFP マウス）が利用できるようにな
り（米国ジャクソン・ラボラトリー社より供
給）、歯髄 LRCs を生きたまま機能解析できる
だけでなく、一度の細胞分裂で蛍光強度が半
分になることから蛍光強度によりラベル細
胞の系譜を追跡することができ、歯髄 LRCs
のサブポピュレーションを区別することが
可能になった。 
 
２．研究の目的 
 
（１）テトラサイクリン系薬剤でヒストン結
合 GFP 発現制御が可能な TetOP-H2B-GFP マ
ウスならびに BrdU 胎生期ラベリング法を用
いた LRCs の成熟歯髄における局在と歯の損
傷モデルにおける歯髄 LRCs の動態を解析し、
歯髄幹細胞／前駆細胞の生体 in vivoにおける
局在と維持機構を明らかにする。 
（２）歯の疑似発生過程ならびに歯の損傷後
の歯髄修復過程におけるレシピエント・ドナ

ー相互作用を明らかにする。さらに、GFP 骨
髄移植マウスを用いた歯冠部の舌下部への
移植実験を用いて、歯髄腔内骨組織形成過程
における骨髄由来細胞の動態と関与を解析
する。 
（３）BrdU 胎生期ラベリング法と歯の再植・
歯冠部の舌下部への自家・他家移植実験を組
合せ、歯髄 LRCs の運命を規定するレシピエ
ント・ドナー相互作用を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（1） TetOP-H2B-GFP マウスならびに BrdU

胎生期ラベリング法を用いた歯髄
LRCs の局在と歯の損傷モデルにおけ
る歯髄 LRCs の動態の解析 

本実験で用いる H2B-GFP マウスは、
H2B-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を
tetracycline response element を含むプロモー
ター (TRE) に組み込んだ TRE-H2B-GFP マ
ウスと ROSA26 領域のプロモーターに TRE
を活性化する tetracycline transactivator (iTA) 
を組み込んだ R26<rtTA-TRECre>マウスの二
つの系統のマウスを交配して得たマウスを
ジャクソン・ラボラトリー社から購入した。 
 BrdU ラベリング法でラベルしたマウスに
加え、胎生期ラベリング法を H2B-GFP マウ
スに応用する。E13.5、E15～17 に doxycycline 
(Dox) を飲料水に加え、H2B-GFP 発現をスイ
ッチオンにし、歯髄 LRCs の系譜を詳細に調
べるために、経時的（P0、P3、P5、P1W、P2W、
P3W、P5W）に動物を固定し、パラフィン切
片、凍結切片を作製し、歯髄 LRCs の局在・
蛍光強度ならびに数の変化を追跡した。象牙
芽細胞分化マーカーであるネスチン免疫組
織化学も行い、多重蛍光解析を行った。 
さらに、正常歯髄ならびに歯の損傷モデル

で歯髄 LRCs 維持機構シグナル候補であるソ
ニックヘッジホッグ（Shh）シグナルを検索
した。具体的には、Shh シグナルにおける転
写因子 Gli1・Shh の受容体 Patched1 (Ptch1) 発
現と LRCs の共局在について検索した。 
  
（2） 歯の疑似発生過程ならびに歯の損傷後

のレシピエント・ドナー相互作用と GFP
骨髄移植マウスを用いた歯冠部の舌下
部への移植後の歯髄における骨髄由来
細胞の動態と分化能の解析 

図 1．歯胚移植の模式図． 
2 週齢マウス上顎第 1 臼歯を抜去後、1~2
日齢マウス下顎第 1 臼歯歯胚を抜歯窩に移
植する。術後 2 週で歯は萌出する。 



歯の発生過程の疑似モデルとして GFP マ
ウスを用いた歯胚移植実験ならびに歯の損
傷後のレシピエント・ドナー相互作用として
GFP マウスを用いた歯の移植実験を行った。
GFP トランスジェニックマウスまたは野生
型マウスの下顎歯胚（1～2 日齢）がそれぞれ
野生型または GFP トランスジェニックマウ
スの M1（2 週齢）の歯槽窩に移植された（図
1）。材料は、歯胚移植後 5～21 日の間隔で
GFP および野生型動物から集められた。標本
の脱灰前に、術後 14 日の移植歯と対照歯間
の形態の違いを検索するため、μCT 解析が
行われた。脱灰後、標本がパラフィンに包埋
され、5μm 厚の歯の矢状断切片が作製され
た。パラフィン切片は、ヘマトキシリン・エ
オジン（H & E）染色され、抗 BrdU、抗ネス
チン、抗 Ki67、抗 GFP、抗 NG2、抗 VEGF、
抗 Gli1、抗 PCNA 免疫組織化学、TUNEL 評
価を行い、統計学的に解析した。歯の他家移
植実験については、GFP マウスと野生型マウ
ス間で、生後 2 週に相互に他家移植した（図
2）。 

GFP 骨髄移植マウスを用いた歯冠部の舌
下部への移植実験で用いる GFP 骨髄移植マ
ウスは岡山大学で作製する。野生型マウスに
線量 10グレイのX線照射後、尾静脈からGFP
マウス骨髄細胞の移植を行い（GFP マウスに
野生型マウス骨髄細胞を移植したものをコ
ントロールとする）、細胞移植 4 週後に新潟
大学に移送した。3 週齢マウス第一臼歯を抜

去後歯根と髄床底を除去し、歯冠部だけを
GFP 骨髄移植マウス舌下部に他家移植した
（図 3）。移植後 2 週後には歯髄腔には象牙質
に加え、骨組織形成が惹起されるので、GFP
陽性細胞（骨髄由来細胞）の関与を検索した。
細胞分化検索について、象牙芽細胞の分化マ
ーカーとしてネスチン、骨芽細胞の分化マー
カーおよび基質接着因子としてオステオポ
ンチンタンパク質・遺伝子発現を検索した。 
 
（3） 歯髄幹細胞の維持に関わる微小環境の

解明：再植・移植実験を用いた LRCs の
運命の検索 

BrdU による胎生期ラベリング法を用いて
マウスの歯の損傷後の歯髄治癒過程におけ
る歯髄 LRCs の維持機構について解析した。
妊娠 ICR マウスに 3 日間 BrdU を腹腔内投与
し、生後 3 週齢マウス上顎第一臼歯を抜去後
再植、あるいは歯根を切除し歯冠部を舌下部
へ自家移植、またラベルマウスと非ラベルマ
ウス間で他家移植する。術後 3 日から 8 週後
に灌流固定し、EDTA 脱灰後に抗ネスチンお
よび抗 BrdU 免疫組織化学および細胞増殖活
性、アポトーシスを検索する。自家移植・再
植の結果と異なり、他家移植では LRCs が長
期間維持されない。幹細胞維持に働く環境因
子を特定するために、それぞれの実験系の歯
髄を取り出し、マイクロアレイによる網羅的
解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
（1） TetOP-H2B-GFP マウスを用いた歯髄

LRCs の局在と維持機構 

 

図 2．歯の他家移植の模式図． 
2 週齢上顎第 1 臼歯の他家移植後 2 週では、
歯髄幹細胞が維持されると象牙質形成が、
歯髄幹細胞が消失すると骨形成が惹起され
る。しかし、8 週後には歯髄から幹細胞が
消失し、歯髄は象牙質で閉塞する。 

図 3．歯冠部の舌下部他家移植の模式図． 
術後 4 週で歯髄から歯髄幹細胞は消失す
る。歯髄には象牙質と骨形成が惹起され
る。 図 4．TetOP-H2B-GFP マウス（4 週齢）臼

歯歯髄における静的幹細胞／前駆細胞の局
在（上：GFP 免疫染色）と血管との関係（下：
CD31 との二重蛍光像）． 
静的幹細胞（※）は歯髄中央部血管（BV）

周囲に局在し、強いラベル細胞が象牙芽細
胞下層（SOB）に局在している。OB：象牙
芽細胞 
 



図 5．マウス（2 週齢）臼歯歯髄における
IGFBP5 の局在． 
歯髄中央部血管（BV）周囲に静的幹細胞
（※）が局在し、強いラベル細胞が象牙芽
細胞下層（SOB）に局在する。 

図 7．マウス歯胚移植後のレシピエント・ド
ナー相互作用（雑誌論文⑪より引用）． 
ドナー細胞が象牙芽細胞（OB）、内皮細胞、
歯髄細胞に貢献しているのに対し、レシピ
エント由来の樹枝状の細胞、内皮細胞が歯
髄内に観察される。BV：血管、D：象牙質、
PD：象牙前質 

図 6．マウス（1 週）臼歯歯髄における Ptch1
と Gli1 発現． 
髄角部歯髄中央部の静的幹細胞局在部位に
一致してPtch1ならびにGli1陽性細胞が局
在する。D：象牙質、DP：歯髄、OB：象牙
芽細胞 
 

 Dox ですべての細胞を GFP ラベルした後、
細胞分裂回数により細胞ラベルが減弱する
ノックインマウス（TetOP-H2B-GFP マウス）
を用いて解析をした結果、これまでの歯髄中
央部血管周囲の細胞に加え、BrdU ではラベ
ルされなかった象牙芽細胞下層に強い蛍光
強度をもつ LRCs が存在する事実を発見した
（図 4）。さらに、拒絶反応の有無に関わらず
歯の移植後に歯髄静的幹細胞がアポトーシ
スを起こすという現象を発見し、マイクロア
レイによる網羅的解析により前駆細胞また
は静的幹細胞の存在に関わるインスリン様
成長因子結合タンパク質 5（IGFBP5）を特定
した。興味深いことに、IGFBP5 の局在が
TetOP-H2B-GFP マウスを用いた LRCs の局在
と一致することを発見し、この IGFBP5 が前
駆細胞および歯髄静的幹細胞維持に重要な
役割を果たすことが推察された（図 5）。我々
は歯髄には前駆細胞と静的幹細胞が存在し、
損傷の程度により異なる修復機構が働くと
いう仮説を提唱している。歯髄 LRCs の局在 
部位と Gli1 タンパク質、ソニックヘッジホッ
グ Shh 受容体である Ptch1 が歯髄 LRCs とオ
ーバーラップしていた（図 6）。この結果は、
静的 quiescence な歯髄幹細胞／前駆細胞が
Shh シグナルで維持されていることを示唆し
ている。 

 
 

 
（2） 歯の疑似発生過程ならびに歯の損傷後

のレシピエント・ドナー相互作用と GFP
骨髄移植マウスを用いた歯冠部の舌下
部への移植後の歯髄における骨髄由来
細胞の動態と分化能の解析 

ラット、マウスでの萌出歯あるいは萌出直
前の未萌出歯の再植／移植の場合、歯髄腔に
骨組織または象牙質と骨との混合型が現れ
るが（図 2）、歯胚移植実験では骨組織の形成
は全く起こらなかった。これらの相反する結
果は、歯髄細胞の構成の違いおよび／または
咬合性外傷の有無に起因するものと推測さ
れる。GFP と野生型マウスを用いた他家歯胚
移植は、ドナー細胞が象牙芽細胞と血管細胞
を含む歯髄細胞に維持されており、ホスト由
来樹状細胞様細胞や血管内皮細胞もまた術
後に歯髄に遊走したことを示した（図 7）。こ
の所見は、正常の歯の形成過程においてでさ
え生後に歯髄細胞集団が変化することを示
唆しており、結果として歯髄の分化能力に影
響を及ぼしている。したがって、歯胚移植後
のホスト細胞の移住によって起こる歯髄細
胞集団の生後変化は、萌出臼歯の歯髄が少量
の複能性細胞を含むが、一方で未萌出臼歯の
歯髄は象牙芽細胞の前駆細胞が豊富である
という事実を説明する。 

3 週齢マウス第一臼歯を抜去後歯根と髄床
底を除去し、歯冠部だけを GFP 骨髄移植マウ
ス舌下部に他家移植した実験では、移植後 2
週後には歯髄腔には象牙質に加え、骨髄組織
が惹起されるが、GFP 陽性細胞（骨髄由来細



図 8．3 週齢マウス臼歯の再植後の治癒過
程． 
歯の再植後は長期間にわたり歯髄幹細胞が
維持されるが、消失すると歯髄内に骨形成
が惹起される。 

胞）の関与を検索すると、歯の移植後に樹枝
状の形態をした骨髄由来細胞が歯髄内に出
現することが明らかになった。 
 
（3） 骨髄幹細胞の維持に関わる微小循環の

解明：再植・移植実験を用いた LRCs の
運命の検索 

BrdU による胎生期ラベリング法を用いて
マウス臼歯損傷後の歯髄治癒過程における
歯髄 LRCs の維持機構について解析した。妊
娠 ICRマウスに 3日間BrdUを腹腔内投与し、
生後 3 週齢マウス上顎第 1 臼歯を抜去後再植、
あるいは歯根を切除し歯冠部を舌下部へ自
家移植、またはラベルマウスと非ラベルマウ
ス間で他家移植した。術後 3 日から 8 週後に
灌流固定し、EDTA 脱灰後に抗ネスチンおよ
び抗 BrdU 免疫組織化学および細胞増殖活性、
アポトーシスを検索した。再植歯及び自家移
植歯において、濃く染まる LRCs が実験期間
中血管周囲に維持されており、増殖能と象牙
芽細胞様細胞または線維芽細胞への分化能
を維持していた（図 8）。一方、他家移植歯で
は、免疫拒絶反応が惹起されていない場合に
おいても術後 4 週までに LRCs が歯髄中心部
から消失した。LRCs の消失は、新たに分化
した象牙芽細胞様細胞を除いて、LRCs に有
意にアポトーシスが起こることに起因して
いた。以上より、他家移植におけるレシピエ
ント・ドナー相互作用が、幹細胞・前駆細胞
と思われる濃く染まる LRCs の維持を阻害し、
結果として、これらの細胞が消失することが
明らかになった。また、マイクロアレイによ
る網羅的解析で IGFBP5 が同定されたのは上
述の通りである。 

 結論として、ドキシサイクリンですべての
細胞が GFP 陽性を示す TetOP-H2B-GFP マウ
スを用いて、歯髄中央部血管周囲に加え、象
牙芽細胞下層に非対称分裂する長期ラベル
細胞 LRCs が存在する事実を発見した。さら

に、拒絶反応の有無に関わらず歯の他家移植
後に静的歯髄幹細胞がアポトーシスを起こ
すという現象を発見し、マイクロアレイによ
る網羅的解析と免疫組織化学によりインス
リン様成長因子結合タンパク質 5 が前駆細胞
および静的歯髄幹細胞維持に重要な役割を
果たすことが推察された。また、静的歯髄幹
細胞が転写因子 Gli1 および受容体 Patched1
を発現しており、これらの細胞が Shh シグナ
ルで維持されていると考えられた。 
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