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研究成果の概要（和文）：本課題では、フォトニクス技術を駆使し、歯根膜細胞の分化過程における硬組織関連
分子の発現を解析した。ラマン分光測定の結果、ヒト歯根膜細胞の硬組織形成過程において、シトクロムcやハ
イドロキシアパタイトを含む合計4種類の生物分子のモニタリングに成功した。一方で、マウス骨芽細胞を用い
た解析から、共焦点レーザー顕微鏡によるI型コラーゲンの局在解析とラマンイメージングの融合によるイメー
ジングに成功した。本研究成果により、多くの生体分子が関与する硬組織形成細胞の分化過程の解析に、ラマン
イメージングなどのフォトニクス技術が活用可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the expression of hard tissue-related molecules 
during the process of cytodifferentiation of periodontal ligament cells (PDLs) by photonics 
technology. We successfully detected four molecules such as cytochrome c and hydroxyapatite, which 
were closely related to the early phase of cytodifferentiation of PDLs, in a non-invasive manner by 
time-resolved Raman imaging. In addition, we successfully obtained type I collagen immunostaining 
image by confocal microscopy and the hydroxyapatite Raman image from the same fields-of-view of 
differentiating mouse osteoblasts. These results demonstrated that photonics technology such as 
Raman imaging could be the powerful tool to analyze the molecules involved in the complicated 
process of hard tissue formation.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
フォトンは荷電粒子のエレクトロンと異

なり、生体内を自由に伝搬することが出来る

ヒトに優しいプローブであり、このフォトン

を使った最先端技術は 21 世紀の科学や産業

を担う次世代技術の一つとして脚光を浴び

ている。しかしながら、この最先端技術は歯

周病学研究に未だ十分に活かされていると

は言えない。我々の研究室では、フォトニク

スと歯周病学の融合研究の創出の重要性を

認識し、大阪大学フォトニクスセンターとの

連携を開始した。これまでのパイロット研究

の成果として、骨芽細胞株を in vitro にて

分化誘導した際に、培養 3日目にハイドロキ

シアパタイト（HA）に帰属されるラマン散乱

波長 958 cm-1 を用いたラマン画像を取得し、

培養骨芽細胞における HA の分布のイメージ

ングに成功している。ラマンイメージングの

方法は非侵襲であり、さらに分子振動の検出

による特定分子の多種類同時測定が可能で

あるので、複数の分子を同時に（理想的には

その濃度分布までも）非侵襲でイメージング

（マッピング）することができる。つまり、

HA シグナルをラマン分光法にて定量的に検

出することで、経時的かつ非侵襲的に骨芽細

胞 lineageの極初期石灰化過程の検出に成功

したことを意味している。一方、生体におけ

る硬組織形成の過程は周囲環境からの石灰

化関連分子による経時的制御を受けながら

進行しているものと想定される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、21世紀を担う科学技術の一つ
として脚光を浴びているフォトニクス技術
を駆使し、硬組織関連分子を非侵襲・非接触
的に解析することにより、歯根膜細胞が硬組
織を形成する成熟過程の詳細を stepwise に
明らかにすることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）硬組織形成細胞への分化誘導 
ヒト歯根膜細胞あるいはマウス骨芽細胞

株 KUSA-A1 細胞を石灰化誘導培地（10mM β-
グリセロリン酸、50ug/mL アスコルビン酸、
10%FCS 含有α-MEM 培地）にて培養し、3 日毎
に培地交換を行った。 
 
（２）ラマン分光法による観察 
ラマン分光測定に用いる試料組織は、自家

蛍光が少ない石英ガラスディッシュ上で培
養した。培養培地からもラマン散乱や蛍光は
生じるため、ラマン分光測定時には、培地を
緩衝タイロード溶液(Tyrode’s solution)に
置換した。タイロード溶液は、脱イオン蒸留
水に、NaCl 150 mM, glucose 10 mM, Hepes 10 
mM, KCl 4.0 mM, MgCl2 1.0 mM, CaCl2 1.0 mM, 
NaOH 4.0 mM を添加して調製した。 
ラマン分光測定の励起光には、532 nmレーザ
ー光を使用した。励起レーザー光は、シリン

ドリカルレンズによってライン状に整形し、
水浸対物レンズにより試料面に集光した。ラ
イン状に発生したラマン散乱光は、同対物レ
ンズにより取り込んだのち、532 nmよりも長
波長光を透過するロングパスフィルターを
通過後、分光器の入射スリット(幅 50 µm)に
て 結 像 さ せ 、 そ の 後 、 分 光 器 の
600-grooves/mm回折格子で分光し、2次元 CCD
カメラにより検出した。試料面におけるライ
ン状レーザー光の走査は、ガルバノメーター
ミラーを用いて行った。 
 
（３）I型コラーゲン免疫蛍光染色 

細胞を PBS にて 2 回洗浄した後、4%PFA に
て固定（室温 15 分）した。精製水にて 2 回
洗浄後、抗 I 型コラーゲン抗体、Alexa 
Fluor594 標識二次抗体を順次反応させた。 
 
４．研究成果 
（１）石英ガラス基板上におけるヒト歯根膜
細胞の培養 
 我々はこれまでに、マウス骨芽細胞
KUSA-A1の分化過程における HAの集積をラマ
ンイメージングにて経時的に観察する手法
を確立した。同手法における培養は自家蛍光
の少ない石英ガラス基板上で行う必要があ
る。そこで、ヒト歯根膜細胞を石英ガラス基
板上で培養したところ、10日前後で細胞が剥
離し、分化過程を観察するための長期の培養
が困難であることが明らかとなった。この問
題に対し、石英ガラス基板を 25ug/mLフィブ
ロネクチン溶液にて前処理することにより、
細胞培養を 19 日間程度まで延長することに
成功するとともに、石灰化誘導培地を用いた
分化誘導 15 日目にはアリザリンレッド染色
陽性の石灰化ノジュールが観察された（図
１）。なお、フィブロネクチンコートはラマ
ンスペクトラムに大きな影響を及ぼさない
ことを確認した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１フィブロネクチンコート石英ガラス基
板上におけるヒト歯根膜細胞のアリザリン
染色像 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２フィブロネクチンコートがラマンスペ
クトルに及ぼす影響 

 
 



 
（２）ラマン分光法によるヒト歯根膜細胞の
経時的定点観察 
ラマン分光法によるヒト歯根膜細胞の経

時的解析を実現するため、同一細胞を長期的
にモニタリング可能な実験系の確立を行な
った。本研究では、試料細胞を培養したディ
ッシュの X-Y平面おける回転を制御するため
自作のポジショニングプレートを、X/Y 座標
を制御するためにグリッド付ガラスディッ
シュのグリッドを利用した（図３）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 自作のポジショニングプレート 
 
本手法による定点観察の精度を調査した

ところ、本手法を用いれば、誤差 1 µm 未満
の精度で定点を観測することが可能であっ
た。ヒト歯根膜細胞の大きさが 10～20 µm程
度であること、本研究におけるラマン分光測
定の X/Y方向の分解能が～500 nmであること
をから考えて、本手法を用いれば、十分な精
度で培養ディッシュを定点にポジショニン
グが可能であると判断した。 
 
（３）ラマン分光法によるヒト歯根膜細胞分
化過程の経時的解析 
 （２）で構築したポジショニングプレート
およびグリッド付ガラスディッシュを利用
し、ラマン分光法によるヒト歯根膜細胞の経
時的解析を実施した。同一のヒト歯根膜細胞
に対し、分化誘導前、分化誘導開始後 3、6、
9、14 日にラマン分光測定を行なった。長期
的な定点観察をするために使用したグリッ
ド付ガラスディッシュによる蛍光が強く、鮮
明なラマンイメージを得ることができなか
ったが、シトクロム c や HA など、帰属を調
査中のものを含めれば、合計 4種の生体分子
のモニタリングに成功した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ラマン分光法によるヒト歯根膜細胞分

化過程の経時的変化 
 
HA は、分化誘導開始後 3 日目まではピーク
が観測されなかったが、分化誘導開始後 6 日
以降は、そのピーク強度が次第に増加してい
くのが観測された。一方、シトクロム c や帰
属調査中の 2 物質のラマンピークの強度は日
毎に減少傾向を示した（図５）。しかし、そ
の減少の仕方は三者三様であり、これらの物
質がそれぞれ異なる種類であることが推察
された。中でも、帰属調査中のうちの 1 つの
ラマン散乱光強度の減少開始時期と HA のラ
マン散乱光強度の増加開始時期がほぼ一致
しており、本物質が石灰化過程の開始前後に
深く関与している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ヒト歯根膜細胞分化過程で検出され
た 4つのラマンバンドの強度変化 
 
 
（４）HA集積と I型コラーゲン分子の局在に
関する解析 
 HAの局在と I型コラーゲン分布を可視化す
るため、HAのラマンイメージングと I型コラ
ーゲンの蛍光免疫染色法の組み合わせによ
り検討を行った。すなわち、マウス骨芽細胞
KUSA-A1 を石灰化誘導培地を用いて培養し、
ラマンイメージングにて HA を観察後、同部
位における I型コラーゲンの局在を蛍光免疫
染色法にて可視化し、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した（図６）。その結果、多く
の HA が観察された部位のコラーゲン線維は
均等かつ網目状に分布していたが、HAの少な
い部位ではコラーゲン線維が少なく不均一
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６KUSA-A1 細胞分化誘導 4 日目の I 型コラ
ーゲン蛍光イメージと HA ラマンイメージの
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