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研究成果の概要（和文）：　歯根膜に存在する組織幹細胞における維持調節機構は不明な点が多い。本研究では
歯根膜幹細胞のGli1陽性細胞とGli1の上流因子であるShhによる維持調節機構を明らかにすることを目的として
研究を行なった。歯根膜に存在するGli1陽性細胞の幹細胞性を持つことを初年度に見出した(J Oral Sci
2020)。次にBmi1が骨芽細胞分化因子である可能性を示した(ANAT REC,2021)。最終年度に骨芽細胞分化において
Gli1とShhの関連についての考察を報告した(Bone,2022)。各研究成果は第63回歯科基礎医学会学術大会、第127
回日本解剖学会総会・全国学術集会において発表を行なった。

研究成果の概要（英文）： The regulation mechanism of mesenchymal stem cells in the periodontal 
ligament is not clear. The purpose of this study is to clarify the regulation mechanism and 
relationship between Gli1-positive cells in periodontal ligament stem cells and Shh, which is an 
upstream factor of Gli1. In the first year, we found that Gli1-positive cells in the periodontal 
ligament have stem cell characteristics (J Oral Sci, 2020). Next, we showed that Bmi1 might be an 
osteoblast differentiation factor (ANAT REC, 2021). In the final year, we reported on the 
relationship between Gli1 and Shh in osteoblast differentiation (Bone, 2022). Each result was 
presented at the 63rd Annual Meeting of Japanese Association for Oral Biology and the 127th Annual 
Meeting of the Japanese association of anatomists.

研究分野：骨再生領域
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯根膜に存在する幹細胞は骨芽細胞への分化に関係していると考えられているが、詳細は明らかにされていな
い。また、幹細胞が骨芽細胞へと分化するメカニズムや分化を制御する因子についても明らかにされていない。
本研究では歯根膜幹細胞動態の詳細と骨芽細胞分化制御因子の一部が明らかとなった。歯根膜幹細胞の骨芽細胞
への分化調節機構を明らかにすることは、幹細胞を用いた歯周組織再生療法の開発につながると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
超高齢社会において、長期にわたる咬合機能の維持は Quality of Life （QOL）の向上に
不可欠であり、予知性の高い歯周組織再生療法の開発が急務となっている。歯槽骨を形成す
る骨芽細胞は、組織幹細胞から分化すると考えられる。しかし、歯根膜に存在する組織幹細
胞における維持調節機構は不明な点が多い。これまでに本研究グループは、フェイトマッピ
ング解析法を用い、歯根膜組織に歯槽骨
を再生する細胞が存在することを明ら
かにした（図 1；Hosoya A. et al., Bone 
42:350-357, 2008）。また、この未分化
細胞は転写因子 Gli1 を発現し、幹細胞
特性を有することを予備実験的に見い
出した。さらに、Sonic hedgehog（Shh）
は Gli1 の上流因子として知られている
（Horikiri Y. et al., PLOS ONE 10；
e76785， 2013）。これらのことから、Gli1
陽性歯根膜幹細胞の骨芽細胞への分化
は、Shh による調節を受けている可能性
が考えられる。しかし、骨芽細胞分化と
どのような関連があるかは明らかにさ
れていない。本研究グループはこれまで
歯槽骨再生動物実験モデルを作製し、歯
根膜に存在する Shh 陽性細胞が骨芽細胞に分化する可能性があることを報告してきた。歯
根膜幹細胞の骨芽細胞への分化調節機構を明らかにすることは、幹細胞を用いた歯周組織
再生療法の開発につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究グループのこれまでの予備実験結果から、Gli1 陽性細胞歯根膜幹細胞の骨芽細胞へ
の分化は、Shh による調節を受けている可能性が考えられる（Takebe H. et al., Int J Mol 
Sci 21；677，2020）。従って本研究では、歯根膜に存在する Gli1 陽性細胞を歯根膜に存在
する幹細胞マーカーと位置づけるための実験、骨芽細胞分化過程における Gli1 および、Shh
発現の検索、Gli1 陽性歯根膜幹細胞の Shh による維持調節機構を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）歯根膜の Gli1 陽性細胞の局在の検索および、幹細胞特性について 
タモキシフェンを投与すると Gli1 陽性細胞および、その子孫細胞が Tomato 蛍光を発現す
る遺伝子改変マウス(Gli1-CreERT2マウス)を用いる。タモキシフェン投与 1、2、4週後の歯
根膜での Gli1 陽性細胞の局在を組織学的に検索する。さらに、実験動物の歯根膜細胞を分
取後、幹細胞培地に播種し、培養後のコロニー形成の有無を確認する。本実験は、マウス歯
根膜に存在する Gli1 陽性細胞が幹細胞であることを証明する実験である。 
 
（２）骨芽細胞分化過程における Bmi1 の局在の検索 
 胎生 14日、16 日、18日および生後 21 日の実験動物の脛骨の組織切片を作製する。Bmi1
ならびに骨芽細胞分化マーカーとして Osterix（Osx）および Runx2 による免疫組織化学染
色にて、軟骨内骨化の骨芽細胞分化過程における Osx、Runx2、Bmi1 の局在を検討する。 
 
（３）歯根膜における Gli1 陽性細胞の骨芽細胞分
化についての組織学的検討 
 タモキシフェンを投与すると Gli1 陽性細胞およ
び、その子孫細胞が Tomato 蛍光を発現する遺伝子
改変マウス(Gli1-CreERT2マウス)を用いる。歯根膜
中での新生骨形成を検索するため、上顎大臼歯に矯
正力を与え、歯の移動を行なう。実験動物にタモキ
シフェン投与後、牽引側における Gli1 陽性細胞の
局在検索を細胞系譜解析法にて行なった。 
 
４．研究成果 
（１）タモキシフェン投与後の歯根膜には、多くの
Gli1 陽性細胞の局在を認めた。また、骨芽細胞の分
化マーカーとして知られる Osterix(Osx)の局在を
検索すると無数の Osx 陽性細胞と Gli1 陽性細胞の



共局在を示した（図 1A）。この結果は、歯根膜の Gli1 陽
性細胞が骨芽細胞に分化することを示す結果である。
次にタモキシフェン投与後の実験動物の歯根膜に存在
する Gli1 陽性細胞を分取し、幹細胞培地で培養すると
コロニー形成を認めた（図 2B）。以上の結果から、Gli1
陽性細胞は幹細胞特性を持っているが、特に歯根膜に
存在するGli1陽性細胞は骨芽細胞へと分化することが
明らかになった。本研究結果は国際誌にて発表した
（Shalehin N, Takebe H et al., JDR, 2022）。 
 
（２）脛骨発生時における Bmi1 の局在の検索では、
脛骨が形成される部位に間葉細胞の凝集を認め、周囲
の細胞で散在性に Bmi1 の陽性反応が認められた。胎
生 18日では骨芽細胞および、その周囲の間葉細胞に
Bmi1 反応が認められた。また、骨芽細胞分化マーカー
として知られている Runx2 および Osterix（Osx）陽性
細胞も間葉組織中にみられた（図 3C、D）。脛骨形成初
期から Bmi1 陽性反応がみられ、脛骨が成熟するにつ
れて、陽性局在範囲の減少を認めた（図 3B）。また、Runx2、Osx 陽性細胞と Bmi1 陽性細
胞の共局在が認められたことから、骨芽細胞分化過程において Bmi1 は新たな骨芽細胞分
化因子となる可能性が示唆された。本研究結果は国際誌にて発表した（Takebe H et 
al.,Anat. Rec.,2021）。 
 
（３）牽引側における歯根膜では、
Gli1 陽性細胞が出現した（図 4A）。
カルセイン投与による新生骨のラベ
リングを行なったところ、牽引側で
は厚いカルセイン沈着部位が認めら
れたことから、歯槽骨の新生が認め
られた（図 4B）。また、新生骨中お
よび表面には、骨芽細胞の分化マー
カーである Osx 陽性細胞と Gli1 陽
性細胞が多数認められた（図 4C）。
さらに、骨基質中の多くの Gli1 陽
性細胞が Osx 陽性細胞と同じ局在を
示した（図 4C）。これらの結果は、歯根膜中の Gli1 陽性細胞が骨芽細胞に分化することを
示している。本研究結果は、国際誌にて発表した（Seki Y, Takebe H et al., Bone, 
2022）。 
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