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研究成果の概要： 

ヒト歯根膜組織再生医療を開発することを目的として、歯根膜組織の再生機構について明らか
にするために、クローン化したヒト歯根膜幹細胞株の樹立を試みた。その結果、間葉系幹細胞
が有する表面抗原を発現し、なおかつ歯根膜に特徴的な因子を発現する 2種の細胞株、1-11 細
胞株ならびに 1-17 細胞株の樹立に成功した。各々分化段階が異なっており、1-11 細胞株は in 
vivo において歯根膜様組織形成能を有しており、1-17 細胞株は神経細胞に対してその分化を指
示するような働きを有していた。また歯根膜は機械的刺激によって angiotensin を発現し歯根
膜の恒常性の維持に関与することが示唆された。さらに再生の足場としてカルシウムの存在が
重要であること明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 根尖性歯周炎や歯周病によって喪失した
歯周組織の再生は困難であることから、失わ
れた歯根膜および歯槽骨の再生を積極的に
促す方法の確立が待望されている。歯周組織
の再生実現に向けては歯根膜の特徴及び機
能の解明が大きな命題である。これまでに歯
根膜再生を目的とした様々な研究が報告さ
れているが、1) 歯根膜は様々な細胞により
構成されているが、その中でどの細胞が歯根
膜再生の鍵を握っているのか？ 
2) 歯根膜再生に必須の因子は何か？、とい

ったことに関しては、未だに解明されていな
いのが実状である。 
 
 
 
２．研究の目的 
 申請者らが樹立したヒト不死化歯根膜細
胞株よりクローン細胞群を分離し、それを
SCID マウスに移植し in vivo において歯根膜
様組織形成能を有するクローン細胞を選び
出す。このクローン細胞のキャラクタリゼー
ションを行い、歯根膜形成において重要な細
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胞の特徴を明らかにする。そしてこのクロー
ン細胞に特異的に発現する遺伝子を検出し、
これらの遺伝子の機能解析を行い歯根膜様
組織形成に必須の遺伝子を同定する。以上よ
り、歯根膜再生に必須の細胞と因子を明らか
にして歯根膜再生機構について解明し、新し
い歯根膜再生療法の開発へと繋げていくこ
とを本研究の目的とする 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）歯根膜様組織形成能を有するクローン
細胞の樹立 
・in vivo アッセイ 
ヒト不死化歯根膜細胞株よりクローン細胞
群を分離し、これらの細胞を SCID マウスの
背部皮下にハイドロキシアパタイトととも
に移植し in vivo にてクローン細胞の歯根膜
様組織形成能について組織学的に検討する。
腱様構造物の検出にはアザン染色法、各種遺
伝子の発現については in situ 
hybridization 法を用いて検討を行う。 
 移植後の組織内にはヒト歯根膜細胞クロ
ーン由来の細胞とマウス由来の細胞が混在
しており、形成された構造物の由来種の同定
が重要であるため、ヒト由来の細胞に反応す
る抗ビメンチン抗体を用いて免疫組織学的
に検討する。 
 
（２）選択クローン細胞のキャラクタリゼー
ション 
・表面抗原の比較 
CD13, CD29, CD44, CD90, CD105, CD166（骨
髄の間質系幹細胞の表面抗原として知られ
ている）の選択クローン細胞による発現につ
いて検討するために蛍光抗体法を用いて検
討する。 
 
・歯根膜に特徴的な因子の発現解析 
硬組織関連因子〔アルカリ性フォスファター
ゼ(ALP)、osteocalcin、collagen Ⅰ、
runt-related transcription factor-2 
(Runx2)等〕及び腱組織関連因子(scleraxis)
等の発現について RT-PCR 法を用いて検討す
る。 
 
 
 
４．研究成果 
 現在、組織の再生には 3つの要素、①細胞
（幹細胞）、②形態形成因子、そして③足場
が必要とされている。これらの要素に基づい
て成果を報告する。 
 
（１）再生に必要な細胞成分と形態形成因子
について 

 矯正治療を目的として来院した患者(20 歳
女性)より抜歯した小臼歯歯根の中央3分の1
より採取した歯根膜組織を in vitro にて培
養し、遊走してきた細胞をプライマリーのヒ
ト歯根膜細胞(HPLF)とした。つぎに HPLF に
SV40 large T 抗原をコードする遺伝子
(SV40T-Ag)とヒトテロメレース逆転写酵素
をコードする遺伝子(hTERT)とを導入し不死
化した細胞（STPLF）を作製した。さらに STPLF
をクローニングし、in vitro にて骨芽細胞お
よび脂肪細胞様細胞への分化能を示す未熟
な細胞株(1-11)を樹立した。1-11 細胞株は
STRO-1及びCD146を表面抗原として発現した。
また未分化な細胞の表面抗原として報告さ
れている CD13, CD29, CD44, CD71, CD90, 
CD105, CD166を有意に発現していたが、CD18, 
CD34 の発現はほとんど検出されなかった。さ
らに、Runx2, collagen I, ALP, osteopontin, 
osteocalcin, RANKL, OPG, scleraxis, 
periostin, collagen XII を発現していた。
つぎにβ-TCP と共に免疫不全(SCID)マウスの
背部皮下に移植した結果、4 週間後にβ-TCP
周囲にセメント質様の硬組織を形成した。さ
らに移植期間を延長し 8 週間後には、β-TCP
周囲に、既に観察された硬組織に加えて、そ
の中に陥入した Sharpey線維様の線維束を持
った歯根膜様の構造体を形成した。この時
1-11 細 胞 株 は 、 periostin な ら び に
osteocalcin を分泌し、おのおのが線維束な
らびに硬組織に局在していた。さらに
collagen XII ならびにα-SMA の発現も観察
された。以上のことから、1-11 細胞株は歯根
膜内に存在する未熟な細胞に由来しており、
SCID マウス内にて歯根膜様組織の形成能を
持つ細胞株であり、歯根膜組織再生機構を解
明していく上で、有用な細胞株であることが
示唆された。 
 つぎに 1－11細胞株よりもさらに分化の程
度が低いクローン細胞株 1－17細胞株の樹立
に成功した。この細胞株は、骨芽細胞、軟骨
細胞、脂肪細胞そして神経細胞への分化能を
有しており、Oct3/4 ならびに Nanog といった
ES 細胞に特徴的な因子を発現する一方で、
periostin および scleraxisといった歯根膜
細胞に特徴的な因子も発現していたことか
ら、私達はこの細胞株を歯根膜幹細胞株と判
断した。さらにこの細胞株の石灰化様式につ
いて検討したところ、骨芽細胞誘導培地では
分化が促進されたが、歯周組織再生因子の候
補としてあげられている basic fibroblast 
growth factor (bFGF)の添加によって、その
分化が抑されすることが明らかとなった。し
かしながら、1-17 細胞を骨芽細胞様細胞へ分
化を進めたあとに bFGF で処理することによ
って、骨芽細胞様細胞への分化が促進するこ
とが確認された。また歯根膜組織は多様な細
胞から構成されるヘテロな細胞集団である



 

 

ことから、1-17 細胞株をヒト骨芽細胞株
（SaOS）とともに共培養を行ったところ、培
養当初から分化が誘導されることが判明し
た。この結果について、詳細に解析した結果、
SaOS 由来の bone morphogenetic protein 4 
(BMP4)によって分化が誘導された可能性が
高いことが示唆された。つぎに 1-17 細胞株
が発現する表面抗原の解析を FACS にて行っ
た結果、1-11 細胞株と同様に CD13, CD29, 
CD44, CD71, CD90, CD105, CD166 を有意に発
現していたが、CD18, CD34 の発現はほとんど
認められなかった。さらに 1－17 細胞株は、
神経細胞に関連した分子を多く発現するこ
とがわかった。歯根膜組織には咬合力を瞬時
に調節するためのセンサーとしての神経が
分布しており、歯根膜の再生には、この神経
の再生を考慮する必要性が高いと考えらる
ことから、この 1－17 細胞株が神経細胞の分
化に及ぼす影響について検討するために、神
経細胞への分化能を持つラット褐色細胞腫
由来の PC12 細胞を用いて実験を行った。1－
17 細胞との共培養により、PC12 細胞の神経
細胞への分化が促進された。さらに PC12 細
胞を、固定し失活させた 1－17 細胞株と共培
養した場合、分化は促進されたが、生活して
いる細胞との共培養の場合ほどではなかっ
た。しかしながら、1－17 細胞株の培養上清
を添加した場合には、PC12 細胞の分化が強く
誘導された。また分離共培養を行った場合、
PC12 細胞の遊走能を促進することが明らか
となった。以上のことから、1－17 細胞株は
神経細胞分化を誘導し、また神経細胞前駆細
胞の走化性を促進する液性の因子を分泌し
ていることが示唆された。 
 以上のことから、私達が樹立した分化段階
の異なる 1-11 細胞株と 1-17 細胞株とが発現
する遺伝子の相違について検討することに
よって、歯根膜細胞前駆細胞に特徴的な表面
抗原について明らかにすることを企図して
cDNA マイクロアレイ法を用いて検討した結
果、1-11 細胞株において CD37 ならびに CD83
の発現が促進しており、一方 CD99 ならびに
CD9 の発現は抑制されていることが判明した。
したがって、歯根膜細胞前駆細胞にはこのよ
うな表面抗原の発現様式を有した細胞が候
補としてあげられることが示唆された。また
形態形成因子として BMPの関与が必要である
ことが示唆された。 
 また、歯根膜は通常、口腔内において咬合
力という付加がかかった条件下でその恒常
性が維持されていることから、初代ヒト歯根
膜細胞(HPLF)に適当な伸展力を負荷し、HPLF
において発現する遺伝子について検討した
結果、Angiotensin II（ANG II)、TGF-beta
そして ALPの遺伝子発現が促進することが確
認された。つぎに ANG II を負荷をかけてい
ない HPLF に投与したところ、負荷がかけら

れた時と同様に TGF-beta および ALP の発現
が促進した。さらにこれら一連の反応は ANG 
IIのレセプターであるAT2のブロッカーによ
って阻害されることが明らかになった。以上
の結果から、歯根膜の恒常性の維持には ANG 
II が関与している可能性が示唆された。 
 
（２）足場について 
 歯根膜細胞の足場には、歯根膜細胞によっ
てその表面に硬組織が形成され、さらにその
上に Sharpey 線維が構成される、という条件
が必要性がある。そこで、私達は mineral 
trioxide aggregate (MTA)という歯内治療用
薬材に着目した。この MTA は HPLF と共培養
した際に、その周囲に局して石灰化物を形成
させる働きを有していることが判明した。こ
の MTA はカルシウムを徐放しており、その速
度は経時的に低くなることが確認された。そ
こで、HPLF にカルシウムを添加した結果、石
灰化が促進することが確認された。この現象
について詳細に検討したところ、MTA ならび
にカルシウムによって、BMP2 の発現が亢進す
ることが確認された。HPLF は BMP2 レセプタ
ーの type IA ならびに type II を発現してい
たことから、HPLF はカルシウム刺激によって
BMP2 を発現し、さらにこれは autocrine また
は paracrineに作用し石灰化が促進したと考
え ら れ た 。 ま た osteopontin お よ び
osteocalcin の発現も MTA ならびにカルシウ
ムによって促進することが明らかになった。
そして MTA と共培養した HPLF では BMP シグ
ナルに関与するSmad1の抑制因子であるSmad 
ubiquitin regulatory factor 1 (Smurf1)の
発現が抑制されていることが明らかとなっ
た。一方、BMP シグナルの antagonist である
noggin の発現についてカルシウムを添加し
て培養した HPLF を用いて検討した結果、培
養初期においてその発現は無刺激の細胞と
変化はない一方で、BMP2 の発現は当初から促
進していた。以上より、歯根膜の再生には足
場要素としてカルシウムの存在が重要であ
ることが示唆された。 
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