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研究成果の概要（和文）：組織幹細胞は一般に正常組織では分裂頻度が低く DNA 標識が長期間残

存する。BrdU を用いてこの様な Label retaining cell（BrdU-LRC）のマウス歯根膜での分布を

調べたところ、血管周囲やセメント質近傍に多く分布していた。また BrdU-LRC は臼歯再植によ

る歯周組織侵襲に対し再植 1日後には増殖を開始したことから、組織再生に寄与する可能性が

示唆された。さらに BrdU-LRC はコラーゲンゲル培養によって効率的に増殖することが見出され

た。 

 
研究成果の概要（英文）：It is thought that the tissue stem cells slowly proliferate in 
the normal condition, resulting that those retain DNA label for longer time than developed 
cells. We used BrdU to identify the label retaining cells (LRCs) as the tissue stem cells. 
In the mouse periodontal ligament, BrdU-LRCs distributed around blood vessels and near  
cementum. The BrdU-LRCs started to proliferate one day after replantation of the molar 
tooth, showing that the BrdU-LRCs possibly function to regenerate the periodontal tissue. 
It was also found that the collagen gel culture is useful to expand the BrdU-LRCs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)組織再生における組織幹細胞の役割 

近年、多くの成体組織において組織幹細胞
の存在が知られるようになり、組織再生やリ
モデリングの過程で重要な役割を担うこと

が明らかとなった。歯周組織の再生にも、歯
周組織に存在する組織幹細胞が重要な役割
を担うと予想されるが、組織再生過程にその
挙動はもとより、局在や増殖・分化の調節機
構など不明な点が多い。 



 
(2)歯根膜における組織幹細胞同定の試み 

歯根膜由来細胞から培養条件下で明らか
に増殖が速く、コロニー形成性の細胞が見出
されており、この細胞が in vitro でセメン
ト芽細胞、脂肪細胞、collagen 産生細胞に分
化しうること、ヌードマウスに移植するとセ
メント様組織や歯根膜様組織を形成するこ
と が 示 さ れ て い る (Seo et al, Lancet 
364:149, 2004; Bartold et al, 
Periodontology 2000 40:164, 2006)。また、
一般に幹細胞は DNA 結合色素の Hoechst 
33342 に低染色性であるが、歯根膜から同様
の性質の細胞が分離されている(Kawanabe et 
al, Biochem Biophys Res Commun 344:1278, 
2006)。これらの結果は、歯根膜組織中に幹
細胞様細胞が存在し、ある条件下では組織再
生に寄与する可能性を示唆する。 

 
(3)組織幹細胞の増殖・分化の制御 
 幹細胞は正常組織中では非常にゆっくり
としか分裂せず、細胞増殖を標識する一般的
な方法を用いると、通常の分裂速度の細胞と
比較してその標識が長期間残存する。この様
な Label retaining cell (LRC)は歯根膜では
血管周囲に比較的多く分布するとの報告が
ある(McCulloch, Anat Rec 211:258, 1985)。
また、組織幹細胞には、幹細胞を維持・制御
するための時間的・空間的な組織環境（幹細
胞ニッチ）が重要と考えられており、造血系
や上皮系、神経系、生殖系などの比較的研究
の進んだ組織幹細胞では、接着因子や相互作
用因子、分泌性因子などによる幹細胞の増
殖・分化・遊走の分子レベルでの制御メカニ
ズムが明らかになりつつあるが、歯周組織幹
細胞と周囲組織との関係はいまだ解明され
ていない。 
 
(4)歯根膜幹細胞の歯周組織再生への関与 
 歯根膜の LRC は、抜歯後の歯槽窩が骨芽細
胞の増殖によって治癒する過程ではほとん
ど増殖、分化せず、治癒過程で主要な役割を
担っていないと報告されている(McCulloch, 
Oral Dis 1:271, 1995)。しかし、抜歯と再
植では歯根膜中の幹細胞周囲の環境が異な
り周囲の残存組織・細胞と LRC との相互作用
が無いこと、抜歯窩を埋める血塊由来の全く
異なる増殖因子等によって LRCが強く影響を
受けることが推測され、この結果から組織再
生過程における幹細胞の挙動を類推できな
い。現在まで、歯の再植後の歯周組織再生の
過程での LRC の役割については報告がない。 
 
２．研究の目的 
(1)5-bromo-2'-deoxyuridine(BrdU) の 標 識
の長期間の残存を指標として歯周組織中の
幹細胞を同定し、その分布を明らかにする。 

 
(2)抜歯と再植により歯根膜に侵襲を与えた
際の歯周組織の再生過程における歯根膜幹
細胞の増殖、遊走、分化過程を追跡する。 
 
(3)歯根膜幹細胞に特異的に発現するマーカ
ー分子、あるいは BrdU の残存を指標として
歯根膜幹細胞を分離、培養し、歯周組織再生
への応用の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) BrdU の高感度検出条件の検討 

第一臼歯の歯根が形成される生後 11
～15 日目の ICR 系マウスに 50 ・g/g 体重
の BrdU を 1 日 2回、5日間皮下注射した。投
与終了 2時間後に組織を固定し、上顎を摘出
した。脱灰後、常法によりパラフィン包埋し、
第一臼歯の縦断切片を作製した。抗 BrdU 抗
体（BMC9318）とマウスステインキット（ニ
チレイ）を用いて BrdU を検出した。固定液
（Bouin 液、4%パラホルムアルデヒド含
有 PBS）、脱灰液（Morse 液、10% EDTA、
20% EDTA）、DNA 変性条件（加熱、酸）最
も組織の保存性がよく、高感度な BrdU
を検出条件を検索した。 
 
(2) BrdU-LRC の分布と標識残存日数の追跡 
 マウスに BrdU を投与し、投与終了直後～
10 週後にケタミンとメデトミジンによる麻
酔下で Bouin 液により固定し、上顎を摘出
した。Morse 液により脱灰後、常法によ
りパラフィン包埋切片を作製し、免疫抗体染
色法によって BrdU の歯周組織中での局在と
標識の残存日数を経日的に調べた。 
 
(3)マウス再植モデルによる組織侵襲の負荷 
 マウスに BrdU を投与し、投与終了 4 週後
に、麻酔下でマウス上顎第一臼歯を抜去し、
同抜歯窩に再植した。また対合歯は抜去した。
再植後 0, 1, 3, 5, 7 日に組織を摘出し、常
法によりパラフィン包埋切片を作製した。
BrdU と細胞増殖マーカーProliferating 
cell nuclear antigen(PCNA)との多重免
疫染色を行い、BrdU-LRC の増殖、遊走を
追跡した。 
 
(4)マウス歯根膜 BrdU-LRC の培養 
4 週齢の ICR 系マウスの上下顎臼歯を抜去

し、Hanks 液で洗浄後、type I collagen ゲ
ル (Cellmatrix type I-A, 新田ゼラチン)に
包埋し 10%ウシ胎児血清を含む ・-MEM で培
養した。培養開始後 1, 3, 5, 7 日目にゲル
ごと Bouin 固定し、Morse 液で脱灰した後、
常法によりパラフィン包埋切片を作製し、細
胞増殖を組織学的に調べた。また、ゲル培養
3, 7 日後にゲルを trypsin, type I 
collagenase,および DNaseI により解離し、



 プラスティックシャーレに播種した。増殖速
度、ならびに 50 個以上の細胞からなるコロ
ニーの数をシャーレ播種後 2,3週後に調べた。 
 
４．研究成果 
(1) BrdU 検出の高感度化 

DNAに取り込まれたBrdUを免疫組織化
学的に検出するには、DNAの変性、核タ
ンパク質の除去などの操作が必要であ
り、これまで多くの手法が検討されてき
た。加えて、硬組織を含む試料の免疫組
織化学では、目的組織の細切が困難で時
間を要するので、固定、脱灰による抗原
性の低下を生じやすい。BrdU-label 
retaining cell (BrdU-LRC)の分布と再
生過程での挙動を追跡するために、固定
、脱灰、DNA変性の条件を最適化するこ
とにより、硬組織におけるBrdU検出の高
感度化を試みた。 

その結果、酸によりDNA変性した場合、
固定液による検出感度の顕著な差は認
められなかった。一方、脱灰液はEDTAよ
りもMorse液で感度が高かった。加熱に
よりDNA変性した場合、酸による変性に
比べて感度が高かったが、組織の損傷が
強く、硬組織に適さなかった。 

以上の結果から、Bouin液による固定、
Morse液による脱灰、2N HCl(37℃、90分
)による変性が最適条件であることがわ
かった。 

 
(2)歯根膜におけるBrdU-LRCの検出 

第一臼歯の歯根が形成される生後11
～15日目のICRマウスに1日2回、50 ・g/g
体重のBrdUを皮下注射した。上記の方法
でBrdU標識細胞を免疫組織化学法によ
って検出したところ、BrdU投与終了直後
では、歯根膜細胞の約40％がBrdUで標識
された。BrdU投与終了後2～10週のBrdU
標識の残存を調べたところ、標識細胞の
割合は2週で7.3±4.5%、4週で5.5±2.7%
まで減少したが、その後10週までは4%前
後を推移した（図1）。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このBrdU-LRCは、歯根膜の血管周囲や

歯のセメント質近傍に多く分布する傾
向が認められた（図2）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2. 歯根膜における BrdU-LRC の分布 

(3) 組織侵襲に対するBrdU-LRCの反応 
BrdU投与終了4週後に上顎第一臼歯を

抜歯し、再植後のBrdU-LRCの挙動を調べ
た。細胞増殖マーカーProliferating 
cell nuclear antigen(PCNA)との二重免
疫染色の結果、定常状態ではこれらの
BrdU-LRCは増殖していなが、再植後1～3
日でBrdU-LRCはPCNA陽性となった（図3
）。このことから、BrdU-LRCが再植後の
歯根膜の組織修復過程に寄与する可能
性が示唆された。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 再植 1 日後の BrdU-LRC の増殖 

(4)BrdU-LRCの分離法の検討 
マーカーとなりえる分子の発現を調

べた。BrdUとの多重免疫染色の結果、
BrdU-LRCは・-smooth muscle actin, 
platelet-derived growth factor 
receptor-・などを発現していたが、
BrdU-LRCに特異的ではなく、分離マーカ
ーとして用いることはできなかった。 

図 1.  BrdU 残存細胞の推移 

また、BrdUによるquenchingを指標と
した蛍光染色によるBrdU-LRC分離法に
ついて検討した。予備検討として
C3H/10T1/2細胞を30 ・g/ml BrdUで標識
後、trypsin処理により解離し、10 ・g/ml 
Hoechst 33342 (Hoe)で37・C、1時間染
色した。その後、FACSを用いてHoeの蛍
光強度の弱い細胞(Hoe-low)と強い細胞
(Hoe-high)とに分画した後、各々スライ
ドグラス上に塗抹固定し、BrdU免疫染色
を行った結果、BrdU陽性細胞はHoe-low
にのみが見いだされたことから、Hoe蛍
光のquenchingを指標としてFACSによる
BrdU標識細胞の濃縮分離が可能である
ことが示唆された。  



 しかし、マウス歯根膜は組織量が少な
く、細胞の機能解析には多数の個体を必
要とするため、BrdU-LRCの分離には至ら
なかった。そこで歯根膜組織の培養法に
ついて検討した。 

①Nifuji A, Ideno H, Ohyama Y, Takanabe R, 
Araki R, Abe M, Noda M, Shibuya H. 
Nemo-like kinase (NLK) expression in 
osteoblastic cells and suppression of 
osteoblastic differentiation. Exp Cell 
Res. 査読有, Vol. 316, 2010, 1127-1136. 

 
(5)歯根膜細胞の培養法の検討 

②Ideno H, Takanabe R, Shimada A, Imaizumi 
K, Araki R, Abe M, Nifuji A. Protein 
related to DAN and cerberus (PRDC) 
inhibits osteoblastic differentiation 
and its suppression promotes 
osteogenesis in vitro. Exp Cell Res, 査
読有, Vol. 315, 2009, 474-484.  

メスで剥離したマウス臼歯歯根膜を
培養皿に付着させた後out growthしてく
る細胞、あるいは組織をcollagenase, 
dispase, trypsinなどの酵素処理するこ
とによって得られる細胞は、組織量に対
して得られる細胞数が少なく、また増殖
能が非常に低かった。一方、抜去した歯
を直接collagenゲル中で培養すると、歯
根膜(PDL)細胞は高い増殖能を維持でき
ることが明らかとなった。マウス1匹分
の全臼歯12本を約1カ月培養することに
より106個以上のPDL細胞が得られた。 

③Shimada A, Shibata T, Komatsu K, Nifuji 
A. Improved methods for 
immunohistochemical detection of BrdU in 
hard tissue. J Immunol Methods. 査読有, 
Vol. 339, 2008, 11-16. 次にこの培養法でBrdU-LRCが増殖す

るかどうかを調べた。生後11~16日の間、
BrdUを50 ・g/g体重で1日2回皮下投与し
、その後2週間飼育したICRマウスから臼
歯を抜去し、同様にコラーゲンゲル培養
した。1,3,5,7日後にゲルごとBouin固定
し、パラフィン包埋切片を作製して組織
学的に観察したところ、歯根膜の
BrdU-LRCはゲル中で増殖を再開するこ
とが確認できた。その結果、培養1~3日
ではPCNA陽性のBrdU-LRCが検出できた
が、3~5日後には分裂によりPCNA陽性細
胞からBrdUが検出できなくなった。 

④Komatsu K, Shimada A, Shibata T, Shimoda 
S, Oida S, Kawasaki K, Chiba M. Long-term 
effects of local pretreatment with 
alendronate on healing of replanted rat 
teeth. J Periodont Res, 査読有, Vol. 43, 
2008, 194-200.  

⑤ Komatsu K, Shibata T, Shimada A. 
Analysis of contribution of collagen 
fibre component in viscoelastic 
behaviour of periodontal ligament using 
enzyme probe. J Biomech, 査読有, Vol. 40, 
2007, 2700-2706. 次に、ゲル培養後に、酵素処理によっ

てゲル中の歯根膜由来細胞を解離し、プ
ラスチックシャーレに播種した。単層培
養下での増殖速度を比較したところ、ゲ
ル培養の期間に依存して増殖速度、なら
びにコロニー形成細胞の出現頻度が有
意に増加した（図4）。  

⑥Ujiie Y, Shimada A, Komatsu K, Gomi K, 
Oida S, Arai T, Fukae M. Degradation of 
Noncollagenous Components by Neutrophil 
Elastase Reduces the Mechanical Strength 
of Rat. J Periodont Res, 査読有, Vol. 43, 
2008, 22-31. 

 ⑦ Komatsu K, Sanctuary C, Shibata T, 
Shimada A, Botsis J. Stress-relaxation 
and microscopic dynamics of rabbit 
periodontal ligament. J Biomech, 査読有, 
Vol. 40, 2007, 634-644. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 4. ゲル培養によるコロニー形成の増加 

 
〔学会発表〕（計１３件） 
①Komatsu K, Shimada A, Shibata T, Ideno 
H, Nifuji A. Alendronate affects 
proliferation and alkaline phosphatase 
activity of osteoblasts. 2nd Meeting of 
IADR Pan Asian Pacific Federation (PAPF) 
and the 1st Meeting of IADR Asia/Pacific 
Region (APR). Sept. 22-24, 2009, 
Shangri-La Hotel, Wuhan, China. 

 
以上の結果、コラーゲンゲル培養法は、

歯根膜に分布する BrdU-LRC、すなわち幹
細胞様細胞を効率的に培養する方法と
して有用であることが分かった。 

②柴田達也、島田明美、出野尚、田畑泰彦、
二藤彰. 骨再生を目的としたプラスミド
DNA によるin vivo 遺伝子導入のためのキ
ャリアーの検討. 第 27 回日本骨代謝学会
学術集会, 2009 年 7 月 25 日, 大阪国際会
議場 
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