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研究成果の概要（和文）：歯根膜は歯と歯槽骨の間に介在する膜状の非石灰化組織であり，咬合機能において重
要な役割を果たしていることから、その維持/再生は本邦が目指す健康長寿実現のために欠かすことのできない
課題のひとつである．歯根膜において血行性に供給された幹細胞の維持/分化を制御するのは，歯根膜構成細胞
から分泌された増殖因子や細胞外基質タンパクであり，組織中の特異的な細胞局在が分化系譜の違いを生み出し
ていると考えられる．本研究により，歯根膜には発生段階から存在する細胞群のみならず，血行性に誘導される
遠隔骨髄に由来する細胞が存在し，これらの細胞は歯根膜の恒常性維持に寄与している可能性が示された．

研究成果の概要（英文）：Periodontal ligament plays important roles in the occlusal function 
therefore, its maintenance/regeneration is essential for achieving healthy longevity of life. It has
 been speculated that the growth factors and extracellular matrix proteins secreted by periodontal 
ligament-constituting cells regulate the maintenance/differentiation of periodontal ligament in a 
site-specific manner. However, the site-specificity of the periodontal ligament-constituting cells 
are still not well characterized. The present study revealed that not only the cells existing from 
the developmental stage but also the hematogenously supplied bone marrow-derived cells are present 
in the periodontal ligament. These cells contribute to the maintenance of periodontal ligament 
homeostasis. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，口腔機能に重要な歯根膜における，血行性幹細胞の供給と組織内の部位特異的な分化機構の一端
が明らかとなった．本研究成果は歯根膜の維持機構の解明のみならず，歯根膜組織の再生法の開発という点から
も重要である．歯根膜組織の再生には，組織内外に存在する幹細胞を，時と場に応じた細胞に分化させる技術が
必要となる．本研究成果からも明らかなように，歯根膜組織中の細胞は，極めてヘテロな細胞集団であることか
ら，より詳細な歯根膜構成細胞の特性解析が必要である．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
歯根膜は発生学的には神経堤細胞に由来する歯原性間葉から分化することが知られている（Imai et 

al. Dev Bio. 1996, Chai et al. Development. 2000）．一方，近年の研究から皮膚や小腸などの細胞代謝の
早い組織における恒常性維持や(Roufosse et al. Int J Biochem Cell Biol. 2004), 骨折の治癒過程におい
て，血行性の幹細胞が寄与していることが報告されている (Valenti et al. Bone. 2008, Kumagai et al. J 
Orthop Res 2008). また我々は神経堤由来細胞の数が加齢とともに減少すること，また間葉系幹細胞
マーカーを発現する細胞が血管近傍に多く観察されることを報告したが(Kaku et al. Arch Oral Bio. 
2012)，これらの結果は歯根膜の血管近傍に存在する幹細胞の一部は，骨髄に由来し血行性に供給さ
れたものであることを示唆している．すなわち歯根膜組織には，発生過程から存在する細胞群だけで
なく，リモデリングの過程において血行性に組織外から供給される細胞群が存在することを示してい
る．血行性に供給された幹細胞は血管近傍では幹細胞としての特性を維持するが，必要に応じて
組織深部へと遊走し，特定の歯根膜構成細胞へと分化していると考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，歯根膜組織において血行性に供給される幹細胞の存在および，この血行性幹細

胞が歯根膜構成細胞へと分化する過程を解析することにより，歯根膜の再生へとつながる組織幹細
胞の維持･分化メカニズムを明らかにする事である． 
 
３．研究の方法 
(1) 歯根膜組織における血行性の骨髄由来細胞の検出 
歯根膜組織における骨髄由来間葉系幹細胞の存在と組織維持への寄与を明らかにするために，

4 週齢の(SD-Tg (CAG-EGFP)ラットの大腿骨骨髄から GFP で標識された骨髄間質細胞(BMSC: 
Bone marrow stromal cell)を調整し，4 週齢の免疫不全ラット(F344/NJcl-rnu)の両側大腿骨骨髄に
移植した．移植 4 週後にラットを屠殺し，歯周組織を含む上顎骨を採取した．また GFP 陽性細
胞の移植 4 週後に両側の上顎第 1 臼歯を抜歯，即時再植し，1,3,7,14 日後に屠殺，組織標本およ
び全血の採取を行った．採取した組織からは脱灰パラフィン包埋組織標本を作製し，GFP およ
び幹細胞マーカー(CD29, SSEA4, aSMA)を免疫組織学的手法にて検出した． 
 
(2) 歯根膜組織における細胞追跡法の確立 

当初は光変換型蛍光色素を全身的に発現する遺伝子改変マウス(Kaede)を用いて，歯根膜細胞
の長期追跡を行う予定であったが，渡航準備期間中に実験系の再検討を行った結果，Cre/loxP
システムを用いることにより，薬剤投与により細胞種依存的に蛍光色の変換が可能な実験系に
変更することとした．全身的に CreERT2を発現する UBC-CreERT2マウスを，ランダムに三色の
蛍光(mOrange2, EGFP, mKate2)を発現する RGBow マウスと交配し，RGBow:UBC-CreERT2マウ
スを得た．歯根/歯根膜の形成期である生後 12 日(P12)または歯冠形成後である生後 28 日(P28)
に Tamoxifen を投与して細胞標識を行った後に，3，6，12 ヶ月間後に上顎の歯周組織を採取，
脱灰パラフィン包埋組織標本を作製し，細胞クラスターの検出を行った．細胞クラスターの検
出には，三色の蛍光タンパクをそれぞれ認識し，免疫動物の異なる抗体(Rat-RFP, Rabbit-tRFP, 
Chicken-GFP)と，対応する蛍光色素(Alexafluor 488, 555, 633)によって標識された 2次抗体を用
いた． 
 
４．研究成果 
(1) 歯根膜組織における骨髄由来細胞の検出 

SD-Tg (CAG-EGFP)ラットの大腿骨骨髄から
調整した GFP 陽性の骨髄細胞は，移植から 4 週
間後の免疫不全ラットにおける皮膚，腎臓，小
腸で観察された．移植した大腿骨においては 4
週間後に一定数の GFP 陽性細胞が主に骨表面
に観察されたが，移植から 12 週間後ではその数
は減少していた(Fig.1)．したがって移植された
細胞は，内在性の骨髄細胞に徐々に置き換わっ
ていると考えられる．移植から 4 週間後の歯根
膜組織では，血管近傍の主に骨側に GFP 陽性細
胞が観察された(Fig.2)．非移植群では GFP 陽性
細胞は観察されなかった． 
次に移植から 4 週間後の免疫不全ラットの上

顎第 1 臼歯を抜歯，即時再植してその治癒経過
を観察した．再植から 1 日後では歯根膜線維の
完全な断裂と炎症性細胞の遊走が観察された．
再植から 7 日後では炎症性細胞は消失し，線維
芽細胞と線維の部分的な回復が認められた．し
かしながら，正常な歯根膜組織において見られ
る様な硬組織から直行した線維の配列は認めら

 
Fig.1 GFP 陽性細胞移植後の定着と波
及．GFP 陽性細胞の大腿骨骨髄への移植
から 4 週間後において，皮膚(a)，腎臓(b)，
小腸(c)でGFP陽性細胞が観察された．(d)
移植した大腿骨においては 4週間後に一
定数の GFP 陽性細胞が主に骨表面に観
察されたが，移植から 12 週間後ではそ
の数は減少していた． 



れなかった．再植から 7 日後の歯根膜組織において，GFP 陽性細胞は約 4％まで増加していた
(Fig.3)．歯の再植，すなわち歯根膜の創傷治癒過程における GFP 陽性の骨髄由来細胞の増加が，
新たな骨髄由来細胞の動員によるものなのか，既に歯根膜に到達していた細胞が増殖したもの
なのかについては，さらなる検証が必要であると考えている． 

 
(2) 歯根膜組織における細胞追跡法の確立 
歯根膜細胞の恒常性維持に関わる現象を解析する上で，幹細胞の長期追跡は有効な手法の一

つである．本研究では Cre/loxPシステムにより，任意のタイミングで細胞を蛍光色素で標識し，
その娘細胞を追跡出来るシステムの構築を試みた．歯根膜の幹細胞を特異的に標識することの
出来る組織特異的な Cre マウスは現時点で見出されていないことから，全ての歯根膜細胞をラ
ンダムに多色の蛍光で標識し，単一細胞に由来する細胞クラスターを検出することにより，幹
細胞の存在とその局在を明らかにする手法について検討した． 
全ての細胞において薬剤(Tamoxifen)の投与依存的に Cre の活性を示す UBC-CreERT2マウスを，

Cre の活性により，緑色蛍光(EGFP)を発する細胞が赤色蛍光(tdsRed)を発するようになるレポー
ターである R26GRR マウスと交配し，R26GRR:UBC-CreERT2マウスを得た．歯根/歯根膜完成後
の P28 の R26GRR:UBC-CreERT2マウスに 2回の Tamoxifen (0.1 mg/g of mouse weight)の投与を行
ったが，十分な標識効率が得られなかった．そこで 2 日毎に計 4回の投与を行ったところ，十
分な標識効率が得られた． 
次に UBC-CreERT2 マウスをランダムに三色の蛍光(mOrange2, EGFP, mKate2)を発現する

RGBow マウスと交配し，RGBow:UBC-CreERT2マウスを得た．歯根/歯根膜完成後の P28 から計
4回の Tamoxifen の腹腔内投与を行い，2, 6, 12ヶ月後に上顎骨を採取し，第一臼歯の歯根膜に
おける細胞クラスターの検出を行った．現在詳細な解析を行っているが，クラスターを構成す
る平均の細胞数に著名な変化は認めないものの，比較的多くの細胞から構成されるクラスター
の数は増加傾向にある． 
最長 12ヶ月に渡る追跡にも関わらず，クラスターの成長が限定的であったことから，歯根膜

細胞の増殖活性についての解析を行った．歯根完成後の 4週齢の第一臼歯の歯根膜では，約 10％
の PCNA に陽性の増殖期細胞が観察されたが，8 週齢以降ではほとんど増殖期細胞は観察され
なかった．これまで歯根膜は代謝回転の早い組織であると考えられてきたが，基質線維いう観
点からの代謝回転は早いものの，細胞増殖という観点からの代謝回転は極めて低いことが明ら
かとなった．通常のリモデリングではクラスターの成長が限定的であることから，組織の恒常
性維持における幹細胞の寄与も低いことが推察される．矯正力による組織の改変や，再植のよ
うな創傷治癒過程においては，異なる幹細胞が機能している可能性が考えられることから，異
なる条件下での細胞追跡を進めている． 

 
 
 
 
 

 

 
Fig.2 歯根膜組織における大腿骨由来細胞の
存在．(a) GFP ラットの骨髄間質細胞を免疫
不全ラットの骨髄に移植し4週間後の歯根膜
組織における GFP 陽性細胞の解析を行った．
(b) 観察領域は上顎第 1 臼歯の近心根近心歯
根膜とした．(c) GFP 陽性細胞の移植から 4
週後には歯根膜組織中にに GFP 陽性細胞が
観察された．(d) 非移植群では GFP 陽性細胞
は観察されなかった．(e, f) GFP 陽性細胞は
骨表面と血管近傍に多く観察された．Bar: 
100 μm (c, d), Bar: 20 μm (e, f). (Kaku et al. J 
Periodontal Res. 2017) 

 
Fig.3 創傷治癒後の歯根膜における GFP 陽
性細胞の局在．(a) 再植 1 日後の組織像（HE
染色）．炎症性細胞の浸潤が認められる．(b) 
再植 7 日後の組織像（HE染色）．コラーゲン
線維が観察されるが一定の走行は依然とし
て見られない．(c) 再植から 7 日後では歯根
膜組織中に GFP 陽性細胞が観察される．(d) 
骨表面に存在する一部の破骨細胞は GFP 陽
性であった．(e) GFP 陽性細胞の骨髄への移
植から 4 週間後の歯根膜組織における GFP
陽性細胞率は約 1％であったが，再植から 7
日後には約 4％へと有意に増加した．Bar: 100 
μm (a, b); Bar: 50 μm (c, d). (Kaku et al. J 
Periodontal Res. 2017) 
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