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研究成果の概要（和文）： 
本研究課題において私たちは、2 種のヒト歯根膜幹細胞/前駆細胞株を樹立し、歯根膜組織再生

に必要な細胞要素としてのそれらのキャラクタリゼーションを行った。いずれも骨髄間葉系幹

細胞と同様のマーカーを発現したが、歯根膜細胞株は歯根膜組織に強く発現する Periostin な

らびにScleraxisを発現していたことから歯根膜の特徴を維持していることが明らかになった。

この細胞株を用いて、組織再生のための足場材にはカルシウムを成分として含む材料が、効果

的にセメント芽細胞/骨芽細胞への分化を促進することがわかった。さらに歯根膜再生の形態形

成因子として、Basic Fibroblast Growth Factor ならびに Transforming Growth Factor-β1 の

有効性を明らかにした。また心臓血管系の調節に重要な働きをしていることが知られている

Angotensin II が歯根膜組織再生に有益な効果をもたらす可能性があることが示唆された。そ

して歯根膜幹細胞は Nerve Growth Factor を分泌し、神経細胞の分化、遊走そしてアポトーシ

ス抑制において重要な働きをしていることが判明した。以上のことから、歯根膜組織再生は、

これらが複合して機能性を発揮することによって達成される可能性があることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this project, we have developed two clonal human periodontal ligament (PDL) stem/ 
progenitor cell lines, and characterized them as cell elements responsible for PDL 
regeneration. Although both of cell lines expressed the same surface markers as bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells, these cell lines specifically included Periostin and 
Scleraxis specific for PDL tissues. As scaffold elements, the materials containing calcium 
components effectively induced the differentiation of these two undifferentiated cell lines 
into cementoblastic/ osteoblastic cells. Furthermore, as signaling elements, we clarified the 
efficacies of Basic Fibroblast Growth Factor and Transforming Growth Factor-β1 in PDL 
regeneration. And Angiotensin II that played important roles in regulating cardiovascular 
systems was suggested to affect tissue regeneration valuably. We also disclosed the 
functions of PDL stem/ progenitor cells, indicating that our developed cell lines secreted 
Nerve Growth Factor to induce the neural differentiation, and neural migration, and 
inhibit apoptosis of neural cells. These results suggested that PDL tissue regeneration was 
accomplished by combining these three elements functionally. 
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１．研究開始当初の背景 
組織再生医療には、細胞、形態形成因子そ

して足場の３つの要素が必要であるといわ
れている。私たちは、この３ 要素の中で、
歯根膜組織に存在し歯根膜組織再生能を持
つことが示唆されている歯根膜幹細胞に着
目した歯根膜組織再生の研究を行ってきた。
通常体細胞は分裂数が進むにつれて老化し
形質が変化することから、再現性のある実験
を行うことが困難である。そのためまず 
ヒ ト 歯 根 膜 細 胞 に SV40 largeT 抗 原
(SV40T-Ag)及び human telomerase reverse 
transcriptase (hTERT)の遺伝子を導入する
ことによって不死化したヒト歯根膜細胞を
樹立し、これらの細胞を用いて実験を進める 
ことにした。これまでに３ 種のヒト歯根膜
細胞の不死化に成功し、これらの細胞がオリ
ジナル細胞の形質を維持していることを証
明し報告した(Fujii S 他 4 名 Cell Tissue 
Res 324 巻 1 号 117-125 2006)。さらにこの
不死化した細胞をクローニングし、得られた
クローン細胞の中から、骨芽細胞または脂肪
細胞への分化能を有した歯根膜クローン細
胞株(1-11 細胞)を単離した。この細胞株は、
歯根膜幹細胞として報告された細胞に発現
が報告されている STRO-1 及び CD146を発
現していた。この細胞株に加えて、他のクロ
ーン細胞株についても精査し、歯根膜組織再
生について解明することが重要である。 
 
２．研究の目的 
 私たちが樹立した歯根膜様組織形成能を
持つヒト歯根膜細胞前駆細胞のクローン細
胞株を用いて歯根膜組織の再生機構を解明
し、新規のヒト歯根膜組織再生療法の開発へ
と繋がる研究結果を出すことを全体の構想
としている。本研究では以下のように目的を
掲げた。 

・骨髄間葉系前駆細胞のマーカーを指標にし
て、歯根膜組織再生能を持つ細胞の表面抗原
を同定する。 
・歯根膜幹細胞による再生に有益な足場材に
ついて検証する。 
・組織再生の形態形成因子としてあげられる
Basic Fibroblastic Growth Factor (bFGF), 
Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1)
そして WNT の中で歯根膜組織の再生を効
率よく誘導できる形態形成因子を同定する。 
・歯根膜組織再生の調整に関わる因子を検出
する。 
・歯根膜幹細胞が持つ機能について明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
①歯根膜幹細胞の表面抗原についての検討 
骨髄の間質系前駆細胞マーカーである CD13, 
CD29, CD44, CD90, CD105, CD166 陽性の
細胞が歯根膜組織に局在することが報告さ
れており（ Trubiani O 他 6 名  Int J 
Immunopathol Pharmacol 18 巻 213-221 
2005）、歯根膜幹細胞もまたこれらのマーカ
ーを発現していることが考えられることか
ら、1-11 細胞株ならびに 1-17 細胞株におけ
る発現パターンについて flow cytometory を
用いて検討する。 
 また、分化段階が異なっている 1-11 細胞株
1-17 細胞株との間で発現に差が認められる
表面抗原について cDNA マイクロアレイに
よって検討する。 
 
②歯根膜再生に関与する形態形成因子につ
いての検討 
・ 1-11 細胞株ならびに 1-17 細胞株に対し
て、FGF2, TGFβ, Wnt3a そして Wnt7b 刺激を
行い、歯根膜関連タンパクの発現への影響に
ついて検討する。 



 
・ 生体内で常に機械的刺激にさらされてい
る歯根膜細胞は、歯根膜組織の恒常性の維持
に重要な因子を発現していると考えられる
ことから、実験的に適切な伸展力を与えるこ
とによって発現が促進する因子について明
らかにし、その機能について明らかにする。 
 
③歯周組織欠損動物実験モデルの作製と歯
根膜幹細胞の移植実験 
免疫不全ラットの臼歯の歯槽骨に外科的に
欠損部を造り、歯周組織にダメージを与えた
実験モデルを作製し、この欠損部位に 1-11
細胞株または 1-17 細胞株を移植し、欠損部
位の修復への関与について検証する。 
 
④歯根膜組織再生に重要な足場因子につい
ての検討 
歯根膜細胞に対して石灰化を誘導する材料
に含まれるカルシウム成分の影響について
検証し、さらにその結果を基に、歯根膜幹細
胞の足場となり、またセメント芽細胞/骨芽
細胞分化を促進する足場材について検討す
る。 
 
４．研究成果 
歯根膜組織再生に必要な３要素として、歯根
膜幹細胞、足場材、そして形態形成因子があ
げられる。私たちは、本研究においてこれら
３要素について、歯根膜組織再生への影響に
ついての解析を行った。 
 
・歯根膜幹細胞 
 歯根膜組織中に含まれる幹細胞の数は極
めて少なく、再現性を持って解析を行ってい
くことが困難であることから、クローン化し
たヒト歯根膜幹細株を樹立することにした。
本研究の趣旨を理解し、同意が得られた患者
より歯根膜組織を採取し、in vitro にて培養
後、遊走してきた細胞をプライマリーのヒト
歯根膜細胞(HPLC)とした。つぎにHPLC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
を作製した。さらにこの不死化歯根膜細胞を
クローニングし、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪
細胞そして神経細胞への多分化能を有した
極めて未熟な細胞株 1-17 を得た。またもう
一つのクローン株 1-11 は、骨芽細胞そして
脂肪細胞への分化を示した。 
 これら 2種のクローン細胞株は、表面抗原
として、骨髄間葉系幹細胞のマーカーである
CD13, CD29, CD44, CD90, CD105, CD166 を、
各々ほぼ同等に高い割合で発現していた。ま
た CD146 ならびに STRO-1 陽性の歯根膜細胞
には、歯根膜組織再生能があることが報告さ
れているが、1-11 細胞株には両抗原が認めら

れたのに対し、1-17 細胞株には STRO-1 のみ
観察された。さらに、これらの細胞株は、神
経堤細胞のマーカーであるNestin, p75,そし
て Slug をほぼ同等に、また極めて未分化な
細胞マーカーである Oct3/4 ならびに Nanog
を 1-17 細胞株がより強く発現していた。こ
のように、樹立した細胞株は骨髄間葉系幹細
胞に特徴が類似していたが、相違点として、
細胞株は、歯根膜組織に高い発現がみられる
Periostin ならびに Scleraxis を発現してい
た。このことから、私たちが樹立した細胞株
は歯根膜系統の細胞株であり、各々の分化能
の違いから、1-17 細胞株は 1-11 細胞株より
も分化度が低い細胞であることが示唆され
た。そこで各々の細胞株を、免疫不全ラット
の歯根膜欠損部位に移植した結果、1-11 細胞
は、セメント質ならびに骨表面、そして歯根
膜線維組織にホーミングしたのに対し、1-17
細胞は歯根膜線維組織内のみにホーミング
した。この結果から、歯根膜の３要素への分
化には CD146の発現が関与している可能性が
示唆された。したがって、歯根膜組織再生機
構について解明していくうえで、極めて有益
な、２種類の分化段階が異なる歯根膜幹細胞
株を得ることができた。また分化度の違いか
ら、私たちは、1-17 細胞株を歯根膜幹細胞株、
そして 1-11 細胞株を歯根膜前駆細胞株とし
て捉えている。 
 
・足場材 
上記のように樹立した細胞株を用いて、歯根
膜組織再生に必要な足場材について検討し
た。まずβ-Tricalcium phosphate (β-TCP)と
の相互作用について観察した。各々の細胞株
をβ-TCP と共に培養し、生着させた後、免疫
不全マウスの背部皮下に移植した。移植後４
週間で、いずれの細胞株もβ-TCP の表面に硬
組織を形成した。さらに８週間後には、1-11
細胞は、β-TCP 表面に形成した硬組織に陥入
した太いコラーゲン線維がみられる組織を
形成しており、歯根膜組織に特徴的な
Sharpey 線維を彷彿させた。またこの組織中
には、歯根膜組織に見られる Periostin なら
びに Osteocalcinの発現も認めることができ
た。 
 つぎにβ-TCP の構成成分であるカルシウム
が、歯根膜幹細胞株に及ぼす影響について検
討した。５mM の塩化カルシウムを、2種類の
歯根膜幹細胞株に添加し、骨原性細胞誘導培
地は用いず、通常培地にて 4週間培養した結
果、両細胞株ともに石灰化が強く誘導された。
さらに、これがセメント芽細胞/骨芽細胞 
への分化が誘導されたことを確認するため
に、骨関連タンパクの発現について調べた結
果、Osteopontin, Osteocalcin そして Bone 
Morphogenetic Protein (BMP2)の遺伝子発現
が亢進していた。以上のことから、歯根膜幹



細胞によるセメント質ならびに骨への分化
にはカルシウムが重要な役割を担っている
ことが示唆された。 
 
・形態形成因子 
つぎに歯根膜幹細胞による歯根膜再生に必
要な形態形成因子について検討した。本研究
では、bFGF ならびに TGF-β1 そして Wnt によ
る影響について解析を行った。 
 まず bFGF は、未分化な歯根膜細胞の増殖
を促進し、血管形成を誘導することによって
歯根膜組織再生に有効であると考えられて
いるが、樹立した細胞株のセメント芽細胞/
骨芽細胞分化への影響について検討した結
果、1-11 細胞株に対しては、石灰化を惹起し
分化を誘導したが、1-17 細胞株に対しては、
石灰化物は観察されなかったことから、分化
を抑制する方向に働いた可能性が示唆され
た。以前、bFGF レセプターの発現は骨系細胞
分化の指標となり、また歯根膜細胞はレセプ
ターの濃度を変えることによって、反応性を
調節している可能性が報告されていたこと
から、bFGF 刺激の有無に対する両細胞株にお
けるレセプターの発現について調べた結果、
bFGF 刺激を受けた 1-17 細胞のみ FGF 
receptor 1 の発現が減少していた。この結果
から、歯根膜幹細胞の中でも分化に応じて、
FGF レセプターの発現様式が異なっており、
そのため FGFに対する反応が異なっているこ
とが示唆された。また歯根膜細胞は、FGF レ
セプターの発現調整を行うことによって、分
化を調節していることが考えられた。 

つぎに TGF-β1 は、歯根膜細胞に対して、
セメント芽細胞/骨芽細胞誘導は抑制し、一
方その増殖を促進し、Type I collagen (Col 
I)の発現を促進することが報告されている。
そこで、歯根膜組織における TGF-β1 の発現
様式について、免疫組織化学的に検討した結
果、TGF-β1 は歯根膜組織全体にわたって、発
現しており、比較対象とした歯髄組織では象
牙芽細胞にわずかに発現が認められる程度
であった。また初代培養を行った歯根膜細胞
においても TGF-β1 の発現が確認された。さ
らに 2 種の歯根膜幹細胞株による TGF-β1 レ
セプターの発現について検討したところ、両
細胞株ともに TGF-β1 receptor type I なら
びに type II を発現していたことから、歯根
膜細胞が分泌した初代培養の歯根膜細胞に
おいても TGF-β1 が歯根膜幹細胞に作用する
可能性が推察された。そこで、1-11 細胞株な
らびに 1-17細胞株の培養系に TGF-β1を添加
したところ、alpha-smooth muscle actin 
(α-SMA), Col I,そして Fibrillin 1 (FBN 1)
の発現が上昇することが明らかになった。ま
た、骨関連タンパクの発現は刺激による誘導
は認められなかった。α-SMA は機械的刺激に
などにさらされた機能している歯根膜細胞

に発現し、Col I は歯根膜線維の主要な線維
であり、また FBN 1 は歯根膜組織中の弾性線
維の主要な microfibril であることから、
TGF-β1 によって刺激を受けた歯根膜幹細胞
は、セメント芽細胞/骨芽細胞への分化より
も線維芽細胞へ分化することが示唆された。 
さらに今回、心筋細胞に影響を及ぼすこと

が知られている angiotensin II (AngII)が、
機械的刺激を受けた歯根膜細胞において発
現し、AngII は type I collagen, fibrillin, 
TGF-β1 の発現を増大させることが明らかに
なった。この結果から、AngII は歯根膜組織
再生に関わる形態形成因子の候補としてあ
げられることが示唆された。 
また Wnt3a ならびに Wnt7b の影響について

検討したが、歯根膜組織再生に関わる顕著な
効果は検出できなかった。 
 

・歯根膜幹細胞の機能 
 最後に歯根膜幹細胞が有していう機能に
ついて解析を行った。 
 組織の再生には、目的の組織の再生のみな
らず、神経ならびに血管の再生も必要とされ
る。そこで私たちは、歯根膜幹細胞が神経細
胞分化、遊走ならびにアポトーシスに及ぼす
影響について検討することにした。神経細胞
分化には、ラットの褐色細胞腫由来で Nerve 
Growth Factor (NGF)の存在下で神経細胞へ
分化することが知られている PC12 細胞を用
いた。 
PC12 細胞を、1-17 細胞株の培養上清と共

に 1週間培養したところ、PC12 細胞が神経細
胞へ分化することが明らかになった。この実
験系に抗ヒト NGF中和抗体を添加した際には、
PC12 細胞の分化が抑制されたことから、1-17
細胞株が NGFを分泌していることが示唆され
た。 
つぎに 1-17 細胞株の培養上清が PC12 細胞

の遊走に及ぼす影響について検討した。その
結果、1-17 細胞株の培養上清を添加した群は
は、NGF 添加群と同様に遊走が亢進した。ま
た、1-17 細胞株が合成する他の神経栄養因子
である NT-3 を添加し検討したが、NT-3 には
PC12 細胞の遊走能を促進する効果は認めら
れなかった。さらに 1-17 細胞株の培養上清
を添加した群に抗 NGF中和抗体を添加すると、
PC12 細胞の遊走は抑制されることが明らか
になった。そこで、1-17 細胞株の培養上清中
に含まれる NGF 量を ELISA 法を用いて解析し
た結果、45pg/ml の NGF が含まれていること
がわかった。一方、1-11 細胞株の培養上清に
は 20pg/ml の NGF が含まれていた。さらに
1-17 細胞株の培養上清を、PC12 細胞のアポ
トーシス誘導実験系に添加すると、アポトー
シスが減弱されることが分かった。この結果
においても、上清中の NGF が関与しているこ
とが明らかになった。これまでの報告の中で、



ヒト、マウスそしてラットの間葉系幹細胞が
生物学的活性のある NGFを分泌することが報
告されている。したがって、今回の研究結果
から、ヒト歯根膜幹細胞株においても生物学
的活性のある NGF が分泌されており、神経細
胞の分化、遊走ならびにアポトーシス抑制へ
関与していることが示唆された。 
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