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研究成果の概要（和文）：　本研究の特色・独創的な成果は，口腔腫瘍（エナメル上皮腫と唾液腺多形腺腫），
その他の慢性炎症性病変である細胞の増殖性病変における細胞分化と言う視点から捉え，追究したものである。
これらの成果は新規治療法の開発につながるであろう。概略は以下の通りである。
　歯原性腫瘍と唾液腺腫瘍の増殖・分化について，腫瘍細胞の分化の観点から追究し，WntシグナルやHSPが密接
に関与している事を明らかにした。さらに，歯科矯正学的なメカニカルストレスや外傷性咬合にる歯根膜組織の
傷害の修復には骨髄間葉系細胞が多数移動してきており，本来中胚葉性の骨髄間葉系細胞が，神経堤由来の外胚
葉性間葉細胞に分化する事を明らかに出来た。

研究成果の概要（英文）：　The results of the present research are done according to the points of 
cytological migration and differentiation in oral neoplasms (ameloblastomas and pleomorphic 
adenomas) and colonic inflammatory lesions, and the results lead to us to produce new methods for 
treatments of the lesions. They are as followings.
 Cytological differentiation of odontogenic neoplasms and salivary neoplasms are related to the Wnt 
signaling and HSP expression. Furtheremore, The injury tissues of the periodontal ligament tissues 
due to orthodontic mechanical stress and occlusal traumatic stress are recovered due to immigrated 
bone marrow derived stromal cells and cytological differentiation into the tissue specific cells.

研究分野： 口腔病理学，硬組織疾患病態解析学

キーワード： 顎口腔　増殖性病変　多形腺腫　慢性炎症　細胞移動　細胞分化　骨髄間葉系細胞　エナメル上皮腫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
「顎口腔における増殖性病変の病理発生に
関する研究」 
申請者らは骨髄幹細胞の多分化能に関す

る研究を行って来た。さらに，破骨細胞，骨
芽細胞，歯根膜線維芽細胞等，歯および歯周
組織構成細胞などに分化する事も確認して
いる。そこで本研究では，実験的腫瘍発生と
骨髄幹細胞移植の手法を用い，口腔腫瘍等の
口腔の腫瘍性・炎症性増殖性病変の細胞分化
に関する分子調節機構の解明を行う。 
 歯科領域では，骨髄幹細胞を用いる再生医
療研究は骨組織の再建等極めて限られた領
域での報告があるのみであり，今後の発展が
見込まれる。しかし，これらの場合における
骨髄幹細胞の振る舞いを検討した報告は殆
ど無く，骨髄幹細胞の機能解明により，効果
的な新規の細胞増殖性病変の治療法の開発
に繋がると考えられる。 
口腔腫瘍における増殖細胞の発生母組織，

細胞は基本的には明らかになっているが，歯
原性腫瘍，唾液腺腫瘍の発生部によっては生
理的な母組織，細胞の無い場合も多い。しか
し，その供給源を特定する研究は皆無である。
最近，骨髄幹細胞に着目し各種の臓器に応用
し細胞増殖を惹起させ治療を行う報告は散
見されるが，口腔の細胞増殖病変における研
究報告は無い。 
申請者らのこれまでの研究成果を踏まえ，

① 多形腺腫の細胞分化に関する研究，② 
コレステリン肉芽腫の病理発生， 
③ 歯根膜慢性炎症巣における細胞の供給，
および ④ その他の歯根膜傷害と修復の
病理などについて検討した。 
 
２． 研究の目的 
 
① 多形腺腫の細胞分化に関する研究 
多形腺腫は発生頻度の高い唾液腺腫瘍であ
り、多様な組織像が特徴であるが、充実性に
増殖した腫瘍胞巣の細胞の分化は研究があ
まりなされていない。本研究では、腫瘍実質
細胞の分化について着目し行った。今回使用
した Wnt シグナルは、分化および抑制に関
与することから、多形腺腫の多様な分化に関
与しているとの仮説を立て、免疫染色につい
て Wnt-1 を選択し、β-catenin とともに免疫
組織化学的に検討をし、さらに細胞分化につ
いては、CK7 と CK13 についての免疫組織
化学的検討をあわせて行い、若干の文献的検
討を加えた。さらに、多形腺腫は良性上皮性
腫瘍に分類される唾液腺腫瘍の中でも最も
一般的なものである。腫瘍組織内には様々の
細胞種がみられることが知られており、その
細胞分化については興味深い事象である。本
研究では細胞の分化・増殖に関与することが

知られている Notch が多形腺種の多様な細
胞分化に関しても強く関与しているとの仮
説を立て、Notch の分布状況を検討した。 
② コレステリン肉芽腫には多数のマクロ
ファージと多核巨細胞が出現する。しかし，
その細胞性格について，さらに，線維芽細胞
や毛細血管内皮細胞がどこから供給される
のかなどの知見は乏しい。そこで，実験的に
コレステリン肉芽腫を惹起させ，増殖する細
胞種とその動態を明らかにすべく病理学的
に検討した。コレステリン肉芽腫には多数の
マクロファージと多核巨細胞が出現する。し
かし，その細胞性格について，さらに，線維
芽細胞や毛細血管内皮細胞がどこから供給
されるのかなどの知見は乏しい。そこで，実
験的にコレステリン肉芽腫を惹起させ，増殖
する細胞種とその動態を明らかにすべく病
理学的に検討した。 
③ 歯根膜ポリープについて古くから病理
組織学的な消長や処置に関する研究は数多
くある。しかし、その細胞供給がどこから行
われているかは明確にされていない。そこで、
GFP マウスの骨髄移植の実験系を用いてこ
の部の細胞が骨髄の間葉細胞に由来すると
の仮説のもと、歯根膜ポリープを形成する肉
芽組織の構成細胞の動態を追究した。 
 
３． 研究の方法 
 
① 研究材料 
愛知学院大学歯学部口腔病理学講座にて

取り扱われ、WHO の分類に基づく典型的な
組織像を呈する 30 症例（平均年齢は 51.5 歳、
男性 13 症例、女性 17 症例）である。Wnt-1
とβ-cateninの免疫組織化学的検討を加えた
のち、CK7 と CK13 との蛍光染色による重ね
合わせにて比較検討した。同様に、Notch に
よる免疫組織化学的検討を加えた後、CK7 と
13 との免疫蛍光染色による重ね合わせを行
い検討した。 
② コレステリン肉芽腫 
病理学的な発生には、ddY マウス（7 週齢）

と GFP 骨髄移植マウスを用い皮下にコレス
テリン 10mg を埋入し、埋入 2 週間から最長
6 か月まで病理組織学的，免疫組織化学的、
ならびに免疫蛍光二重染色により比較検討
した。 
③ 歯根膜慢性炎症巣における細胞の供給 
実験には GFP 骨髄移植マウスモデルを使

用し、上顎第一臼歯の髄床底部を 1/2 歯科用
ラウンドバーを用い穿孔した。m_CT と病理
組織学的に検討するとともに、GFP について
免疫組織化学的にその動態を追究するとと
もに、GFP-S100A4、GFP-Runx2、GFP-D31
について蛍光二重染色により検討した。 
 
４．研究成果 
 
① 多形腺腫の細胞分化に関する研究 



 Wnt では、充実性に増殖した腫瘍胞巣を形
成する細胞のほとんどが陽性を呈した。とく
に最外層の小型の立方形細胞の細胞質膜は
今回検索したほぼすべての症例で、細胞膜部
位に強い陽性反応を示した。胞巣内部の扁平
上皮化生を示す細胞で間質側の基底細胞様
細胞では、Wnt は強く発現しており、角化傾
向の強い部位には反応を示さなかった。また、
胞巣内に認める形質細胞様細胞の細胞膜部
位に陽性であった。腺腔様構造を形成する腫
瘍細胞では、腺腔の外層に分布する多角形な
いし紡錘形の腫瘍細胞の細胞膜部位とその
細胞質に陽性反応がみられた。 
β-catenin について、充実性に増殖した腫瘍
胞巣の最外層の小型の立方形細胞では、細胞
質内に強く陽性反応があり、その一部では核
内に陽性反応を示した。充実性胞巣内部の多
くの扁平上皮様腫瘍細胞や、形質細胞様細胞
の細胞外形を縁取るように強い陽性反応が
あったが、細胞質内や核は一部陽性反応を呈
した。とくに間葉方向の基底様細胞では強く
反応を示し、角化部位に移行するに従って、
反応は弱くなっていた。腺腔様構造を形成す
る腫瘍細胞では、腺腔外側に分布する小型立
方形細胞では、腫瘍細胞の細胞質内が強く陽
性反応を呈し、核内にも陽性反応が観察され
た。 
 Wnt とβ-catenin を重ね合わせ検討する
と、Wnt は充実性に増殖した腫瘍胞巣内の小
型立方形細胞を主体に強い陽性反応を示し
た。また、β-catenin の陽性部もほぼ同じ領
域であった。さらに，β-catenin の核内移行
はとくに腺管様構造を形成する立方形細胞
に確認された。しかし，扁平上皮化生を示す
部ではその陽性反応が弱まり、腫瘍胞巣辺縁
の基底細胞様細胞が限局しており、核内移行
も認識できた。しかし、棘細胞部などにおい
ては、著明な核内移行像は観察されなかった。 
蛍光染色で確認したところ、Wnt と CK7 お
よび Wnt と CK13 の陽性部はほとんどが一
致していた。 
 本研究において、充実性の腫瘍胞巣を形成
する小型の立方形細胞では、Wnt では強い陽
性反応を示し、β-catenin では細胞質内に陽
性反応を認め、その一部では核内に陽性反応
があった。これは、Wnt がβ-catenin 経路を
介して働いていることを示唆している。Wnt
は充実性の腫瘍胞巣内の小型立方形の細胞
が集簇している領域に強い陽性反応を示し
ており、CK7 と比較すると Wnt が濃染され
ている部位は CK7 の発現と一致しており、
腺管様構造の形成が多数存在していた。同部
位のβ-cateninでは導管様構造の外側に分布
する小型立方形細胞に核内移行が強く観察
された。腺管様構造の周囲に認める紡錘形細
胞では、Wnt は淡色でありβ-catenin も同様
であった。これより、腺管を形成する細胞、
とくに小型立方形細胞では、Wnt シグナルが
β-catenin 経路を介して働いており、いわゆ
る間質方向へと索状に配列する紡錘形細胞

では Wnt やβ-catenin の発現がほぼ認めら
れないことから、充実性の腺管様構造を形成
する小型立方形細胞は Wnt が関与し、分化
していることが考察される。 
扁平上皮様細胞の部位を観察すると、Wnt は
陽性反応を呈していた。とくに胞巣辺縁に配
置する基底細胞様細胞に強陽性反応を呈し
た。しかし、分化の進んだ部における陽性反
応は弱くなっていた。同様に、β-catenin で
は、扁平上皮化生を示す部位は陽性反応を認
めた。多くの細胞は、細胞膜周囲に濃染を認
め、細胞質及び核内への移行は認めなかった。
とくに胞巣周囲に認める基底細胞様細胞に
はその傾向がみられた。わずか一部であるが
核内移行像を認める部位もあった。胞巣を形
成する扁平上皮様細胞の中でも、胞巣周囲の
基底細胞様細胞の一部では Wnt はβ
-catenin経路を介して働いている事が示唆さ
れたが、多くの細胞では Wnt が発現してい
るものの、β-catenin の核内移行はなされて
おらず、このような部においては Wnt 経路
の相違があるのであろう。 
以上、多形腺腫では、充実性に増殖した腫瘍
細胞の中で、腺管様構造を呈し、とくに立方
形細胞の部位で、Wnt が細胞分化に関与して
おり、Wnt で現在確認されている 3 つの経路
のうち、β-catenin 経路を介して働いている
事が考察される。また、充実性に増殖した腫
瘍細胞の中でも、扁平上皮化生しており、基
底細胞様細胞では、Wnt はβ-catenin 経路以
外で働いていることが示唆される。以上のこ
とより、多形腺腫の特徴である、様々な組織
への分化には、大きく Wnt が関与している
が、β-catenin 経路を介して分化に関与する
ものと、それ以外での経路で分化に関与して
いるものと、細胞形態、部位によって変化し
ていると考えられる。 
 Notch に関しては、大小の空隙がみられる
など様々な組織構造の存在する多彩性を示
していた。類円形を示す腫瘍実質部分は線維
性の比較的薄い被膜に覆われており、被膜の
内部には線維性組織の中に腫瘍胞巣の増殖
が確認できた。腫瘍内の構成細胞は、随所に
小型円形ないし嚢胞状の腺腔を形成する導
管上皮細胞とその周囲に位置する位置する
筋上皮細胞の主として２種類の増殖からな
っていた。間葉様部分には筋上皮細胞の増殖
からなり、これが次第に粗になって形成され、
紡錘形、類円形ないし楕円形細胞が腫瘍胞巣
から解離増殖することによって形成された
いわゆる“mixed appearance”像、それに続
いて粘液腫様組織、さらに一部では軟骨様組
織も特徴的に観察することができた。また、
充実性に増殖する腫瘍細胞が扁平上皮へと
化生し組織内に著しく角質変性を起こして
いる部位もみられた。免疫組織化学的には
Notch は、腺腔構造を形成する導管上皮細胞
の細胞質に陽性反応があり、一部の細胞の核
に陽性反応がみられた。その周囲の充実性に
増殖した腫瘍細胞の多くにも核内に陽性反



応が存在していた。また、扁平上皮化生部に
おける基底細胞様細胞層の細胞質が強い反
応を示し、核にも一部の細胞で反応があった。
核内反応および細胞質の反応は有棘細胞様
細胞層へ向かうに従い弱まる傾向が確認で
きた。腺管様の構造を形成する導管上皮細胞
は細胞骨格である CK7 に陽性であった。同
部について、免疫蛍光染色により、Notch は
腺腔を形成する導管上皮細胞内の一部の核
に反応を呈した。またこの反応が確認できた
部分は CK7 の存在する部位であり、その周
囲に存在する充実性に増殖した多くの腫瘍
細胞にも Notch の反応が認められた。Notch
と CK7 の重ね合わせにより Notch は腺腔構
造を形成している導管上皮細胞の周囲に反
応が観察された。また、腺腔構造を形成する
導管上皮細胞の一部に核内に反応があった。
同じく細胞骨格であるCK13に染色された扁
平上皮化生様部分を観察したところ、CK13
は扁平上皮化生を生じた腫瘍細胞の有棘細
胞様細胞を中心に陽性反応を示した。一方で、
Notchは基底細胞様細胞部から有棘細胞様細
胞部にかけて核内に存在していた。CK13 と
Notch を重ね合わせると、扁平上皮化生部の
中でも基底細胞様細胞部の細胞の多くが
Notch の陽性を示し、表層に向かうに従って
その数は減少していくことわかった。また、
これらを重ね合わせて核内反応を観察して
みると、基底細胞様細胞の核内に反応がみら
れ、有棘細胞様細胞層へと向かうに従い、核
内陽性反応を示す細胞が少なくなっている
ことが観察できた。多形腺腫における特徴的
な構造物である軟骨様部分は細胞質が強い
反応を示したが、核に反応はなかった。同じ
く、特徴的な構造物である結合性を喪失した
ことにより生じた粘液腫様の組織部分は、一
部の腫瘍性筋上皮細胞の細胞膜に若干の反
応を示したが、細胞質および核に反応は認め
られなかった。 
 多形腺腫の腫瘍実質部分で CK7 に陽性反
応を示している導管上皮細胞部を Notch と
比較することにより、一部の細胞の核内に陽
性反応がみられることが明らかとなった。腺
腔構造部の周囲に存在する充実性に増殖し
た腫瘍細胞の核内にも陽性反応があったこ
とから腺管構造部における導管上皮細胞に
おける細胞分化に Notch が関与し、まさに分
化途上ということが示唆される。CK13 にて
染色を行った扁平上皮化生部については、
Notchは基底細胞様細胞の核内から有棘細胞
様細胞の核に反応がみられた。これが表層に
向かうに従い核内に反応を示す細胞が少な
くなっていったことから、基底細胞様細胞層
の時点においては分化の最中であることが
示唆され、有棘細胞様細胞へと基底細胞様細
胞の分化が進んでいる。表層に向かうに従い、
核内の陽性反応が弱くなっていることから、
分化が完了に向かっていることが考察でき
る。また、多形腺腫に特徴的な構造である物
である軟骨様部分、粘液腫様の組織部分は、

核に反応がみられなかったため、それぞれの
構造物へと分化が進み終わり、現在は分化が
止まっている状態であると考察した。以上の
事より、本研究から多形腺腫の多彩な細胞分
化には部位により Notch が大きく関与して
いることが示された。 
② コレステリン肉芽腫の病理発生 
 病理組織学的には ddY マウスと GFP 骨髄
移植マウスを用いたがその病理組織像につ
いて相違はなかった。埋入 2 週例では，肉芽
組織がコレステリン結晶の塊の周囲から一
部を置換していた。その中心部は大きな不規
則な形状の空隙として観察された。これらの
細胞は主に，マクロファージや多核巨細胞で
あった。大きな空隙に接する内部に毛細血管
はほとんどなかった。大きな空隙に接する部
分ではマクロファージや多核巨細胞の核の
染色性は極めて悪かった。20 日例では，さら
に中心部に行くに従いマクロファージや異
物巨細胞の増殖があったが細胞核の消失に
より細胞形態を有せず，ただコレステリン結
晶を分割するような構造とし観察された。3
か月例では，器質化していた。これらの部に
は，線維芽細胞と膠原線維と毛細血管の増生
があり，コレステリンの分割化が進んでいた。
最外層には線維芽細胞が膠原線維の走向に
増殖しており，毛細血管もみられた。6 か月
例では，中心にあった大きな不規則な形状の
コレステリン結晶はほぼ線維芽細胞や膠原
線維に置き換わっていた。最表層の被膜には，
線維芽細胞と膠原線維と毛細血管が存在し
ていた。免疫組織化学的検討では，CD68 に
ついて，コレステリン空隙の周囲に増殖した
円形の核を持つ細胞や多核の巨細胞は明確
に CD68 陽性を示した。埋入 2 週の増殖した
肉芽組織の細胞はほぼすべて GFP 陽性であ
った。肉芽組織内には，極めて少量の線維芽
細胞と膠原線維が介在しており，その線維芽
細胞は GFP 陰性だった。しかし，6 か月経過
すると，マクロファージと多核巨細胞の間に
は，多量の線維性組織が入り込み，これらを
分割していた。その膠原線維と線維芽細胞間
と毛細血管が介在していた。この大部分は
GFP 陰性を示した。しかし，一部の紡錘形の
核を持つ線維芽細胞は GFP 陽性を示した。
次に，CD31 陽性細胞はほぼ肉芽組織の周辺
部に限局していた。最外層の線維性組織内に
は内層と比べ多くのCD31陽性が認められた。
免 疫 蛍 光 二 重 染 色 に よ る 検 討 で は ，
GFP-CD68 の組み合わせについて，CD68 陽
性のマクロファージと異物巨細胞は GFP 陽
性を明確に示した。紡錘形細胞の一部には
GFP のみ陽性の細胞も存在していた。
GFP-CD31 の組み合わせでは，一部の血管内
皮細胞はGFPとCD31の二重陽性を示した。 
③ 歯根膜慢性炎症巣における細胞の供給 
 m_CT 像では、どの時期においても、歯槽
骨の吸収と歯根膜腔の拡大が生じていた。術
後 2週間の病理組織像では増殖細胞の主体は、
線維芽細胞であり、その細胞の形態は、短い



紡錘形で、その核は比較的丸いものが多かっ
た。肉芽組織の最表層には、細胞間橋の明瞭
な多角形の上皮細胞が増殖していた。当該の
歯根膜部には正常な生理的な配列の歯根膜
組織は無く、一部に好中球などの炎症性細胞
が認められた。術後 1ヶ月の病理組織像では、
線維芽細胞は 2 週と同様、核は丸みをおび、
肉芽組織の主をなしていた。髄床底直下にで
きた肉芽組織は穿孔部より髄腔内に盛り上
がり、最表層は、重層扁平上皮で覆われてい
た。毛細血管は、2 週と比較して増殖し、と
くに上皮直下に多く存在していた。術後 3 ヶ
月では、増殖した肉芽組織内の線維芽細胞の
核は扁平に変化し、膠原線維が目立つように
なってきた。重層扁平上皮は厚みを増してい
た。毛細血管は、肉芽組織内に多数存在した。
術後 6 ヶ月では、増殖した肉芽組織には、膠
原線維と、核の扁平な線維芽細胞が、より目
立ち、リンパ球はその中に点在していた。
GFP の免疫染色では、当該部の肉芽組織内に
GFP 陽性細胞が多数みられた。これら GFP
陽性細胞について、その細胞種の同定を行う
ために、蛍光免疫二重染色を行った。
GFP-S100A4 の組み合わせでは、2 週、6 ヶ
月ともに、紡錘形の核を持った長紡錘形の細
胞に緑色蛍光を示す GFP 陽性所見があり、
これらの外形を示す細胞に赤色反応の
S-100A4 陽性反応が認められた。これらを重
ね合わせによって確認すると、橙色に発色す
る両者の一致を示す場所があった。さらに核
を青色蛍光に発色するDAPIと重ね合わせる
と、橙色は核の周囲を取り込むように認めら
れた。GFP-Runx2 の組み合わせについては、
肉芽組織内には、紡錘状で、丸みをおびたも
のがあり、同部位には緑色蛍光を発する GFP
陽性所見があり、これらの外形を示す細胞に、
赤色蛍光の Runx2 陽性所見が認められた。
これを重ね合わせによって確認すると、橙色
に発色する両者の一致を示した。形態は、さ
らに核を青色蛍光に発色するDAPIと重ね合
わせると、橙色は核の周囲を取り込むように
なっていた。GFP-CD31 では、明瞭な血管腔
がみられる部位では，血管内腔面に GFP 陽
性の内皮細胞の細胞質が配置していた。この
血管腔を作る血管内皮細胞に赤色蛍光の
CD31 陽性反応が認められた。これらの重ね
合わせでは，GFP-S100A4、GFP-Runx2 と
同様であった。 
 今回 GFP マウスの第一臼歯の髄床底を穿
孔して根分岐部病変を形成し、病理組織学的
に病変の進展過程や、増殖した肉芽組織の構
成細胞の由来を明確にすることとした。その
結果、病理組織学的検討では、初期では若干
の化膿性炎症が引き起こされるが、次第に慢
性炎症として肉芽組織の増殖が起きていく
ことが分かった。蛍光二重染色を行った結果、
GFP-S100A4 では、紡錘形細胞に S100A4 陽
性反応がみられ、かつ、GFP 陽性反応を示し
たことから通常型の線維芽細胞が骨髄由来
であることが分かった。GFP-Runx2 では、

肉芽組織内の紡錘形細胞に Runx2 陽性反応
を認め、GFP 陽性反応を示したことから、通
常の線維芽細胞とは異なった歯根膜線維芽
細胞も骨髄に由来することが示唆された。
GFP-CD31 において、形態学的に明瞭な血管
において CD31 陽性反応を示し、GFP 陽性
反応を認めたため、血管内皮細胞も骨髄細胞
に由来するもののあることが示された。以上
から、髄床底穿孔部にできた歯根膜ポリープ
には、毛細血管内皮細胞や、線維芽細胞、歯
根膜線維芽細胞が増殖本態であり、これらは
いずれも移植骨髄細胞に由来するものであ
ることが分かった。 
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