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研究成果の概要（和文）：本研究では、幹細胞が豊富に含まれると考えられている Side 

Population (SP)細胞を用いて、歯根膜細胞 SP 細胞の硬組織形成能を検討した。SP 細胞は、

Non-SP (NSP)細胞と比べると、高い骨芽細胞分化能および石灰化能を有した。SP細胞では、BMP-2、

NSP 細胞では、石灰化抑制因子である periodontal ligament associated protein-1 の高い発

現が認められた。本研究により、SP 細胞は歯槽骨再生に適することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the micro environment of stem cell in alveolar bone 
formation, we examined osteogenic potential of side population (SP) cell which contain 
abundantly the stem cells, in PDL cells. Isolated SP cells from rat PDL cells had high 
potential in differentiation into osteoblasts and formation of calcified matrices, 
compared with non-SP (NSP) cells. The gene expressions of osteoblast markers and BMP-2 
in SP cells were higher level than that in NSP cells. On the other hand, the gene 
expressions of mineralization inhibitors such as periodontal ligament-associated 
protein-1 were high level in NSP cells. This study indicates that SP cells in PDL have 
high abilities to form bone-like matrices and are effective in regeneration of alveolar 
bone. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 歯の欠損・喪失に対する硬組織再生医療
は、細胞の供給源に問題があり、いまだ
完全な治療法が確立されていない。 

(2) 組織幹細胞において、自己複製機能や分
化を Wnt シグナルが調節するのに対し、

BMPは自己複製を阻害し、分化を進行させ
ることが報告されている。 

(3) 歯周組織においても、Wnt, BMP シグナル
が組織幹細胞の細胞微小環境を調節する
のに重要な役割を担っていると考えられ
る。 
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２．研究の目的 
本研究は、以下のことを明らかにすることを
目的とした。 

(1) 歯根膜組織における硬組織形成に関わ
る組織幹細胞（SP 細胞）の存在と特性 

(2)歯根膜組織幹細胞（SP 細胞）を用いた再
生医療の可能性 

 
３．研究の方法 

(1) 歯根膜細胞における SP 細胞の単離：ラ
ット臼歯より歯根膜細胞を採取し、
Hoechst 処理を行った後、Fluorescence 
activating cell sorting system (FACS)
により、SP細胞を解析および単離した。 

(2) SP 細胞の性状解析：SP 細胞と
Non-SP(NSP)細胞の細胞増殖をアラマーブ
ルー法により評価した。 

(3) 硬組織形成能の検討：骨芽細胞分化誘導
培地により、SP および NSP細胞の硬組織形
成能を比較した。その際の骨芽細胞分化マ
ーカーおよび石灰化抑制因子の発現を
RT-PCRにより検索した。 

(4) SP細胞の特異因子の検索：SPおよび NSP
細胞から採取した mRNA をマイクロアレイ
により、網羅的解析を行った後、Real-time 
PCRで定量した。 

(5) in vivo における SP細胞の硬組織形成能
の検討：GFP 陽性 SPおよび NSP細胞を播種
したハイドロキシアパタイト(HA)スキャ
ホールドを Wild Type ラットの背部筋膜下
に移植した。移植 12週目に摘出し、組織
化学的および免疫組織化学的染色により
評価した。 

 
４．研究成果 

(1)歯根膜細胞には、約 2 %の SP 細胞が含ま
れていた（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 
 
(2) 歯根膜 SP細胞は、NSP細胞よりも増殖能

が低かった（図 2）。 
 
(3) in vitro 実験により、SP 細胞は、NSP 細

胞よりも、骨芽細胞分化および硬組織形
成能が高いことが明らかになった（図 3）。
SP 細胞は、骨芽細胞分化誘導培地で培養
することで、骨芽細胞分化マーカーの遺

伝子発現があがった（図 4）。このことよ
り、SP細胞により形成された硬組織は、
骨様硬組織であることが示唆された。一
方、NSP 細胞では、石灰化抑制因子として
知られる periodontal ligament 
associated protein-1 (PLAP-1)と matrix 
gla-protein (MGP)の高い発現が認められ
た(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. FACS による解析 
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図 3. 骨芽細胞分化

と石灰化能の評価 

図 4. 骨芽細胞分化マーカー発現の検索 
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図 5. 石灰化抑制因子の発現 
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図 2. 細胞増殖曲線 



 

 

(4) SP 細胞は、NSP 細胞よりも、BMP-2 と
BMPR-2の遺伝子発現が高かった(図 6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) SP細胞は、移植実験においても硬組織形

成能が高いことが示された（図 7）。NSP
細胞を播種した HA では、Alizarin Red 陽
性硬組織は形成されなかったが、SP 細胞
を播種した HAでは、硬組織形成が認めら
れた。この硬組織は、osteopontin および
bone sialoprotein陽性であったことから、
骨様硬組織であることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 本実験により、以下のことが示された。 

① 歯根膜 SP細胞は、高い硬組織形成能を
有することが明らかになった。 

② 歯根膜 SP細胞を用いることで、効率的
な歯周組織再生が期待される。 
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