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研究成果の概要（和文）：誘導性Cre/loxPシステムを導入したフェイトマッピング解析でGli1陽性歯髄幹細胞か
ら硬組織形成細胞・象牙芽細胞へ分化していく過程を検討した。4週齢マウスにタモキシフェンを投与後第一臼
歯を抜去し同腹子に移植すると歯髄内に形成された硬組織の表面にTomatoで標識された細胞が配列しGli1陽性細
胞が歯髄内の硬組織形成細胞に分化したことを示した。これらGli1陽性細胞はコロニーを形成しするとともに軟
骨細胞、骨芽細胞、脂肪細胞に分化することができ幹細胞特性を持つことが確認された。さらにこれらの細胞は
象牙質形成初期の歯乳頭や歯髄でCD146陽性となる可能性が示唆され幹細胞特性を持つこと確認した。

研究成果の概要（英文）：Fate mapping analysis with an inducible Cre / loxP system was performed to 
investigate the process of differentiation from Gli1-positive dental pulp stem cells into hard 
tissue-forming cells and odontoblasts. After administration of tamoxiphen to 4-week-old mice, the 
first molar tooth was removed and transplanted into the litter, and Tomato-labeled cells were 
arranged on the surface of the hard tissue formed in the pulp, and Gli1-positive cells were 
intradentally. It was shown that it had differentiated into hard tissue-forming cells. It was 
confirmed that these Gli1-positive cells can form colonies and differentiate into chondrocytes, 
osteoblasts, and adipocytes, and have stem cell characteristics. Furthermore, it was suggested that 
these cells may be CD146 positive in the dental papilla and pulp in the early stage of dentin 
formation. It was confirmed that it has stem cell characteristics.

研究分野： 解剖学

キーワード： Gli1　歯髄幹細胞　象牙芽細胞　フェイトマッピング解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体親和性のある再生医療を達成するためには、in vivoにおける発生生物学的知見や組織構築に基づいたアプ
ローチが必要である。今回Gli1陽性歯髄幹細胞が硬組織を形成する細胞に分化することを明らかにしたこと、ま
たこの分化過程にCD146やα-SMA陽性の血管周囲の細胞が関わっていることを明らかにしたにより、今後、この
細胞の各分化段階における遺伝子発現等を解析することにより、幹細胞から象牙芽細胞に分化する際に重要な転
写調節因子を発見できるのみならず、歯髄の組織幹細胞の維持に関する転写調節遺伝子群や増殖・分化制御に関
連するサイトカインや細胞外基質との関連が明らかにする道筋が示された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１） 歯髄には、生体内において象牙芽細胞ならびに骨芽細胞へ分化する細胞が存在すること
が知られている。この細胞の供給源として、象牙芽細胞層下層には硬組織形成細胞への分化が進
んだ細胞が集積していること、ならびに根尖部歯髄に未分化な幹細胞様細胞が局在することが
示されている。このことは歯髄には様々な分化段階の象牙芽細胞系譜細胞が存在することを示
唆しているが、象牙芽細胞への分化決定因子は不明であり、この分化決定因子を明らかにするこ
とは、歯髄の生物学的治療法の開発に重要な情報を提供する 
 
（２） 近年、幹細胞特性を有し、歯髄傷害時に象牙芽細胞へ分化することが報告された歯髄の
細胞が Gli1 を発現することが示され、誘導性 Cre/loxP システムを導入した細胞系譜（フェイト
マッピング）解析が可能なマウスを用いることにより、Gli1 陽性歯髄幹細胞から硬組織形成細
胞・象牙芽細胞へ分化する過程のそれぞれの段階の細胞を検討できることとなった。 
 
２．研究の目的 
（１） 歯髄で硬組織、象牙質が形成される過程で、Gli1 陽性歯髄幹細胞が硬組織形成細胞に
分化することを確認し、その各分化過程の子孫細胞の組織細胞学的特徴を明らかにするととも
に、各分化段階の細胞を段階的に採取し、その発現遺伝子を比較することにより象牙芽細胞に特
異的な分化決定因子の同定を目指した。また、歯髄中の幹細胞特性をもつ細胞に発現されると言
われている CD146、α-SMA 発現細胞の歯の発生過程および窩洞形成時の象牙質形成過程におけ
る局在変化を明らかにし、象牙芽細胞分化過程におけるこれらマーカーの発現、消滞について明
らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１） 誘導性 Cre/loxP システムを導入マウスによる検討 
① Gli1 陽性細胞の局在とその分化状況を確認するために、生後 4週の Gli1-CreERT2-Tomato マ
ウスにタモキシフェンを投与し Tomato 標識直後、3 日、14 日、28 日後経時的に Tomato 標識細
胞の局在を検討した。 
② 象牙質形成、再生の際の Gli1 陽性細胞の動態を検討するため、すでに歯髄内に硬組織形成
が起こることが確認されている系歯の移植実験系を用いた。生後 4週の Gli1-CreERT2-Tomato マ
ウスにタモキシフェンを投与した後、第一臼歯を抜去し、同腹子に移植し、歯髄内に硬組織が形
成される過程の Tomato 標識細胞の局在を検討した。 
③ Gli1 陽性細胞の幹細胞特性を検討するために、生後 4週の Gli1-CreERT2-Tomato マウスにタ
モキシフェンを投与し Tomato 標識後、Tomato 標識細胞を培養し、コロニー形成能を検討すると
ともに骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分化能を検討した。 
 
（２）CD146、α-SMA 発現細胞の象牙質形成過程における局在変化に関する検討 
① 歯の発生過程での象牙質形成の際の象牙芽細胞分化における CD146、α-SMA 陽性幹細胞の
動態を検討するために、胎生 15 日、17 日、生後 2 日、7 日および 28 日のラット臼歯で CD146、
α-SMA発現細胞の局在と象牙質分化関連因子のSmad4、Osterix、象牙質の基質タンパク質のDSP、
osteopontin の局在を組織化学的に検討した。 
② 象牙質修復、再生過程での象牙芽細胞分化における CD146、α-SMA 陽性幹細胞の動態を検討
するために、ラット臼歯に窩洞を形成し、4日後、7日後における CD146、α-SMA、Smad4、Osterix、
DSP、osteopontin の局在を組織化学的に検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１） 誘導性 Cre/loxP システムを導入マウスによる検討 
① 生後 4 週の Gli1-CreERT2-Tomato マウスにタモキシフェンを投与し Tomato 標識後、経時的
に Tomato 標識細胞の局在を検討した結果、歯髄に Tomato で標識される Gli1 陽性細胞が局在す
ることが示された。また、この Gli1 陽性細胞は、歯根膜では 8週にかけ増加するが、歯髄では
大きな増減がみられず、静止した肝細胞である可能性が示された。（図 1） 
 



図 1  
 
② 同様のマウスの第一臼歯を抜去し、同腹子に移植した
ものではTomato標識細胞が形成された歯髄内の硬組織表面
に局在することが観察された。この移植歯では、歯根膜内に
も多数の Tomato 標識細胞が確認され、一部は歯根セメント
質、根間の歯槽骨の表面にも観察され、歯根膜では Gli1 陽
性細胞が多分化能をもつことが示唆された。（図 2） 
 
③ Tomato 標識細胞を培養し、コロニー形成能、他細胞分
化能を検討した結果、Gli1 陽性細胞はコロニー形成能を有するとともに、軟骨細胞、脂肪細胞、
骨芽細胞に分化する多分化能を有することが示された。（図 3） 

図 3  
 
（２）CD146、α-SMA 発現細胞の象牙質
形成過程における局在変化に関する検
討 
① 歯の発生過程で、蕾状期では
CD146、α-SMA も検出されなかった。帽
状期では CD146 陽性の細胞が出現し、鐘
状期には血管の分布に一致して CD146
の反応がみられ、反応は象牙質形成が始
まる部位の近傍で強かった。一方 α-
SMA はほとんど検出されず、鐘状期にな
って CD146 に遅れてわずかに反応がみ
られるようになり、象牙質形成が始まっ
た後に歯髄深部の血管周囲に反応が見
れた。また、象牙質形成開始の時期の
CD146 陽性の細胞は血管周囲にも認め
られ、一部では Smad4 陽性の細胞の分布
と重なっていた。（図 4、図 5）        

 

 
図 5 鐘状期における CD146、α-SMA、の免疫反応 

 
 
 
 
 
 

図 2  

   
図 4 蕾状期、帽状期の支配における CD146、α-

SMA、の免疫反応 



 
② 窩洞形成前の CD146、α-SMA、Smad4、Osterix の局在を図 6に示す。 

図 6  
 
③ 窩洞形成後の歯髄で CD146 の局在を検出すると、窩洞形成 4 日後で修復象牙質の近くにあ
るほとんどの血管で CD146 の免疫反応が見られたが、もう一方の未分化細胞のマーカーである
α-SMA の免疫反応は認められなかった。CD146 陽性を示す細胞の局在は Smad4 や Osterix の免
疫反応を示す細胞の分布と重なっていた。（図 7）窩洞形成 7日後では、窩洞直下の歯髄で CD146
の発現を示す血管の数が減少していた一方で、歯髄深部の血管周囲に α-SMA の免疫反応を示す
細胞が認められた。（図 8） 

図 7  
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④ D146 は、幹細胞に発現し、幹細胞マーカーのひとつとしての可能性とともに血管透過性、
血管新生、細胞移動に重要な役割を果たすことが報告されている。今回の結果は D146 陽性細胞
が主に象牙質形成初期の歯乳頭や歯髄に存在し、局所での血管の増生を導き、さらにそれ自身が
象牙芽細胞に分化するか、少なくとも象牙芽細胞分化に強くかかわり、象牙質形成やその修復を
担っている可能性が示唆された。 
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