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研究成果の概要（和文）：歯小嚢細胞特異的にTomatoを発現するPTHrP-CreER;R26RTomatoマウスに対してタモキ
シフェンを歯根形成開始期に投与することで、PTHrP陽性の歯小のう細胞を可視化(PTHrP-P3細胞)する。投与5日
後にPTHrP-P3細胞群を回収し細胞培養を行ったところいくつかコロニーを形成することが確認された。シングル
コロニーをピックアップし継代培養を行ったところ顕著に増殖能を有するPTHrP-P3細胞群を得ることができた。
これらの細胞を各分化培地にて培養したところ自己複製能、脂肪細胞分化能、骨芽細胞分化能、軟骨細胞分化能
を有する間葉系幹細胞としての性質を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：For in vivo lineage-tracing experiments, we have created a new mouseline, 
PTHrP-creERt BAC transgenic, /and combined this line with Rosa 26-tdTomato reporter line. In this 
system, when tamoxifen is injected at postnatal day 3, stop sequence will be removed by the enzyme 
cre recombinase. As a result, the PTHrP+ cells and their descendants will express red tdTomato 
fluorescence protein. Therefore, we are able to specifically induce follicle cells to become red /at
 specific time point /and trace how these cells develop overtime. I cultured PTHrP-creER+ DF cells 
at P8 and subsequently isolated PTHrP-creER+ colonies and subcloned them individually. Then, We 
tested their self-renew ability and multipotency/ by subjecting cells to trilineage differentiation 
conditions. They had robust potential of self-renew ability and multi-potency. Moreover, all of them
 differentiated into adipocytes, osteoblasts and chondrocytes. So, PTHrP-creER+ cells have 
self-renew ability and multi-potency. 

研究分野：生体歯科材料
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PTHrPを発現する歯小のう細胞は主に歯根膜細胞、骨芽細胞に分化するが、成長後も長期にわたり生体内に存在
し、歯周組織の維持に関与している。本研究ではPTHrPにより標識される歯小のう細胞由来の細胞が、一部間葉
系細胞としての性質を保持することが明らかとなった。これらの細胞がオッセオインテグレーションの獲得や歯
周組織の維持、再生に重要な役割を果たしている可能性が示唆され、今後当該研究分野においてオッセオインテ
グレーションの獲得や歯周組織の再生メカニズムの解明に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
チタンインプラント体は埋入後、周囲骨と直接結合するオッセオインテグレーション
という現象を生じる。インプラント治療は技術面において大きく進歩している一方で、
オッセオインテグレーションのメカニズムはほとんど分かっておらず未だ解明されて
いない。これまでにインプラント体と骨との間に介在する細胞がオステオカルシンやオ
ステオポンチンなどの骨蛋白を発現していることが報告されている(Ayukawa et al)が、
オッセオインテグレーションにおけるそれらの蛋白の機能については不明である。 
歯の発生過程において、歯冠の周囲を取り囲む膜状の歯小囊という組織が歯根膜や骨芽
細胞の形成および歯の発生に重要であることが報告されている（Yao S, JDR, 2008）。
最近、歯小囊細胞をインプラント体表面にコーティングしたところ、インプラント周囲
に歯根膜が形成されることが報告され(Oshima, 2014)、インプラント研究において、歯
小囊細胞は非常に注目を集めている。 
 研究代表者はこれまで、歯小嚢細胞特異的な PTHrP-creER マウス（PTHrP;副甲状
腺関連蛋白）を用いて、時期特異的に PTHrP 陽性の歯小囊細胞を可視化し、genetic 
lineage tracing（ある遺伝子を発現する細胞やその子孫細胞を可視化し追跡）により、
歯根形成の様々な段階において PTHrP陽性細胞の分布および性質を解析してきた。 
本研究では歯根形成期に PTHrP により標識され、その後分化した歯根膜細胞、骨芽
細胞を含む細胞群が、抜歯あるいはインプラント体埋入などの外科的侵襲により周囲組
織から分泌される成長因子などにより活性化され、インプラント体表面で増殖・分化し
骨芽細胞などに分化することでオッセオインテグレーションの獲得や維持に重要な役
割を果たしているのではないかという仮説のもと研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、歯根形成開始期（生後３日目）の歯小嚢細胞（PTHrP-P3細胞）を可
視化し、抜歯窩および抜歯窩周囲に存在する PTHrP-P3 細胞由来の細胞群がオッセオ
インテグレーション獲得および維持に重要であるとの仮説のもと、その役割を解明する
ことである。 
 
３．研究の方法 
 PTHrP-CreERマウスと Rosa26-loxP-stop-loxP-tdTomato (R26R-tdTomato) マウスと交配
させることにより得られた PTHrP-CreER;R26RTomatoマウスに対してタモキシフェン（エ
ストロゲン類似体；タモキシフェンを投与することで組み換え酵素 Creが核内に移行し
遺伝子組み換えを起こす）を歯根形成開始期（生後３日目）に投与することで、PTHrP
陽性の歯小囊細胞を可視化（PTHrP-P3細胞）する。生後 8日目にマウスを屠殺し歯胚
および歯小嚢細胞周囲組織を下顎骨より摘出し、リベラーゼ酵素処理により組織分離す
ることで PTHrP-P3 細胞を含む細胞群を回収する。PTHrP-P3 細胞の自己複製能、多
分化能を調べるため培養実験を行う。 
 
 
４．研究成果 

PTHrP-P3 細胞を含む細胞群をディッシュ上に播種し細胞培養を行ったところ培養 14

日以降より Tomato 蛍光蛋白を発現する PTHrP-P3 細胞がいくつかコロニーを形成し

ていることが確認された。シングルコロニーをピックアップしコロニーごとに継代培養

を行ったところその中から顕著に増殖能を有する PTHrP-P3 細胞群を得ることができ

た。数回継代培養を行った後にこれらの細胞の分化能を調べるため脂肪細胞、骨芽細胞、

軟骨細胞を分化させるための分化培地にて培養したところ各細胞への分化能を有する

ことが確認できた。これらの実験結果より PTHrP-P3 細胞は自己複製能、脂肪細胞分

化能、骨芽細胞分化能、軟骨細胞分化能を有する間葉系幹細胞としての性質を有するこ



とが明らかとなった。 
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