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研究成果の概要： 
 
歯を支える周りの組織（歯周組織）は外部からの刺激に対して適応する能力に優れ、高い再生

能力を有する。本研究においては、硬組織の新鮮切片を用いた蛍光抗体による多重染色を行い、

歯周組織において「上皮系細胞」と「血管内皮細胞」が特殊な鞘状の構造を形成し、その周囲

に未熟な細胞の集団が存在することを同定した。この未熟な細胞の集団は組織の恒常性の維持

と再生能に関与していることが示唆される。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,330,000 0 1,330,000 

２００８年度 1,350,000 405,000 1,755,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,680,000 405,000 3,085,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
 
科研費の分科・細目：歯学／矯正・小児系歯学 
 
キーワード：(1) 歯周組織 (2) 幹細胞 (3) 幹細胞ニッチ (4) 外胚葉性間葉 (5) 血管内皮 
(6) 血管周皮 (7) 血管形成 (8) 微小血管     
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
３．研究の方法 １．研究開始当初の背景 
  
  
BrdU（5-Bromo-2’-Deoxyuridine）による in 
vivo における標識法（pulse / chase 法）を
用い、歯周組織に存在する組織特異的な幹細
胞およびその幹細胞ニッチを同定する。さら
にこの幹細胞の in vivo における表現型と動
態を解析する。 

歯周組織は高い再生能力を有しており、これ
までの研究より組織特異的な幹細胞が存在
することが示唆されている。この組織特異的
な幹細胞は分化した細胞や細胞外基質タン
パクにより構成される複雑な微小環境（幹細
胞ニッチ）に維持されると考えられ、様々な
シグナルがこの微小環境を介し幹細胞を制
御し組織の恒常性の維持と再生に関与して
いる。近年、造血系幹細胞においてはその制
御機構が明らかにされている一方、歯周組織
に存在すると考えられる間葉系幹細胞にお
ける制御機構はこれまで明らかされていな
い。 

 
 
１）歯周組織における BrdU ラベル保持細胞
（BrdU-LRC）の局在の同定 
 
組織特異的な幹細胞を BrdU による pulse / 
chase 法を用いて標識し局在を同定する。組
織発生過程において対称分裂が盛んな時期
に BrdU を頻回投与し、その後テンプレート
DNA が幹細胞特異的に保存される性質を利
用して成体において保持される幹細胞を標
識する。観察部位はマウス上顎臼歯部とする。 

 
 
２．研究の目的 
 
（１）歯周組織に存在する幹細胞の in vivo
における局在とその微小環境（幹細胞ニッ
チ）を同定する。 
 
（２）歯周組織に存在する幹細胞の in vivo
における表現型と動態を明らかとし、幹細胞
ニッチを介した分子制御機構を解明する。 

第一臼歯の根形成開始期である生後 10 日
（P10）から 1 日 2 回 6 日間 BrdU を投与し
（pulse）、4 週間あるいは 10 週間後（chase）
に屠殺する。 

 
 
 
 

  
  

 ２）硬組織未固定新鮮凍結切片を用いた多重
蛍光染色法および共焦点レーザー顕微鏡に
よる観察 

 
 

  
 免疫組織化学は硬組織未固定新鮮凍結切片

を用いて行う。タングステン・ナイフを用い
第一臼歯歯根部の水平断切片を作成し、共焦
点レーザー顕微鏡を用いた多重蛍光染色法
による単一細胞レベルでの観察を行う。
BrdU ラベル保持細胞（BrdU-LRC）を検索
し、血管内皮細胞マーカー（CD31）、幹細胞
抗原（Sca-1）、上皮細胞マーカー（K14）な
どのマーカーとの多重染色を行う。 
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 ４．研究成果 
 
１）歯周組織において骨髄腔から歯根膜
へ伸展する K-14 陽性上皮系細胞集団が
構成する鞘状構造が認められ、そのネッ
トワークは特に根尖部において顕著に
観察された。この鞘状構造は歯髄腔内に
も認められ、根尖孔部において歯根膜か
ら歯髄腔内にその構造が進展する像が
認められた。  
 
（図１）  

 
 
２）K-14 陽性上皮系細胞は周皮細胞マ
ーカーであるαSMA (alpha-Smooth 
Muscle Actin)を共発現し、その鞘状構
造の内部には幹細胞抗原 Sca-1 を共発現
する CD31 陽性血管内皮細胞が存在した。 
 
（図２）  

 
３）歯根膜および歯髄において線維芽細
胞とは著明に異なる Flk-1 陽性の球状の
細胞塊が存在し、上皮系細胞が形成する
鞘状構造はその一部を構成していた。  
 
（図３）  

 
 
 
４）BrdU ラベル保持細胞は歯根膜の歯
槽骨近傍の細胞塊中に局在することが
認められた。  
 
（図４）  

 
 
以上の所見より歯髄および歯周組織に
おいて、上皮系マーカーを共発現する周
皮細胞が形成する鞘状構造の周囲に幹
細胞の性質を有する細胞集団が存在す
ることが示唆され、組織恒常性の維持に
関与していることが示唆された。 
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