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研究成果の概要（和文）：本研究は歯の発生段階において重要な役割を担う神経堤由来細胞につ

いて、これを追跡可能な遺伝子改変マウスを用いて、成体歯根膜より神経堤由来幹細胞を分離

し、歯根膜の再生を期すものである。歯根膜中における神経堤由来細胞の分布は間葉系幹細胞

マーカーの分布とは異なるものであった。神経堤幹細胞とこれまでに報告されている間葉系幹

細胞は異なる細胞集団である可能性が示唆され、歯根膜再生の新たな幹細胞源として期待され

るものであった。 

 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to characterize the neural crest (NC) derived 

cells in adult periodontal ligament by using NC-traceable transgenic mice. Our study reveled that the 

distribution and prevalence of NC derived cells in adult PDL. Furthermore, the distribution of NC stem 

cell marker and mesenchymal stem cell marker positive cells were distinct.  
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１．研究開始当初の背景 

歯根膜は歯と歯槽骨を強固に連結するの
みならず、咬合力に対する感圧、緩衝機構を
担い、隣在する硬組織（歯槽骨・セメント質）
の恒常性に寄与している。歯根膜はその発生
過程において，神経堤由来である歯小嚢、間
葉と神経堤に由来する歯乳頭より分化する
事が知られている。神経堤由来細胞は歯の発
生段階を通じて歯根膜に豊富に存在するば
かりでなく，成体歯根膜にも残存することが
報告されている。 

近年，歯根膜と同様に神経堤由来の組織で
ある皮膚，小腸，心臓、角膜等において，神
経堤由来の幹細胞である“神経堤幹細胞”が成
体の組織から同定されている事から、同様に
神経堤由来の組織である歯根膜においても
神経堤幹細胞の存在が推察される。これまで
に歯根膜における幹細胞については多数の
報告があるが、これらは間葉系幹細胞として、
間葉系幹細胞マーカー(STRO-1, C29, CD105 

etc.）や colony forming unit(CFU) assayによっ
て分離されたものであった。歯根膜組織の少
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なくともその一部は神経堤に由来する事か
ら、間葉系幹細胞のみならず、神経堤幹細胞
の存在の可能性が予測される。さらに、神経
堤幹細胞は間葉系幹細胞の上流に位置づけ
られると考えられており、多岐にわたる分化
能を有することが報告されている。 

上述のように、発生段階においてセメント
質および歯根膜の形成に神経堤由来細胞が
寄与していることから、神経堤幹細胞を発生
に準じた方法で分化させることにより、セメ
ント質/歯根膜複合体の再生が可能となるこ
とが期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究は、神経堤由来細胞を追跡可能な遺
伝子改変マウス、および神経堤幹細胞に選択
的な培養法を用い、歯根膜から従来の間葉系
幹細胞ではなく、神経堤幹細胞を分離、同定
しようとするものである。更に分離した神経
堤幹細胞を用いて次世代インプラントの実
現に不可欠であるセメント質/歯根膜複合体
の再生を期するものである。 

 

３．研究の方法 

本研究では神経堤由来細胞を追跡可能な
遺伝子改変マウスである Wnt1-Cre/ZEG, 

P0-Cre/ZEG マウスを用いた。 4 週齢の
Wnt1-Cre/ZEG, P0-Cre/ZEGマウス上顎より臼
歯を含む歯周組織を取り出し、固定、脱灰後
にパラフィン包埋組織標本を作製した。神経
堤由来細胞を anti-rabbit GFP抗体にて、神経
堤細胞マーカー (Slug, AP-2 alpha, HNK-1, 

p75NTR, Nestin)又は間葉系幹細胞マーカー
(CD29, STRO-1)をmouse由来の抗体にて標識
し、多重蛍光染色を行った。核染色には DAPI

を用いた。上顎第一臼歯の近心根歯根膜を観
察領域とし、其々のマーカーについて陽性細
胞を検出し、歯根膜の全細胞中、及び神経堤
由来細胞中における陽性細胞率を算出した。
GFP 陽性細胞についてはその分布について
根尖側 1/3、中央部 1/3、歯頚側 1/3 において
それぞれ計測を行った。 

矯正治療のために抜歯したヒト小臼歯よ
り歯根膜を剥離し、酵素液(0.1% collagenase  

and 0.2% Dispase II in PBS)にて処理した後、
遠心分離(1,000 rpm for 10 min)にて歯根膜細
胞を得た。ヒト歯根膜細胞の分離は新潟大学
倫理委員会の承認を得て行った。分離したヒ
ト歯根膜由来細胞を EGF (50 ng/ml)、FGF-2 

(20 ng/ml)を添加した血清を含まない培地 

(DMEM/F12, 1% penicillin/streptomycin) 中に
て浮遊培養を行い、ニューロスフィアの形成
を行った。培養皿には非接着性の hydrocell 

(CellSeed社, Tokyo, Japan)を用いた。 

 

４．研究成果 

Wnt1-Cre/ZEG, P0-Cre/ZEGマウスを用

い、組織標本上にて神経堤由来細胞の歯根

膜中の根尖部1/3、中央部1/3、歯頚部1/3に

おいての分布、更に各遺伝子改変マウスに

おけるGFP陽性細胞率の解析を行った。結

果をFig.1に示す。歯根膜中において、

Wnt1-Cre/ZEG, P0-Cre/ZEGマウス共に約

1.5%のGFP陽性、神経堤由来細胞を認めた

。またGFP陽性細胞の分布は歯頚部側と比

べて根尖側に多く観察された。神経堤細胞

特異的なプロモーターを有さないZEGマウ

スではGFP陽性細胞は検出されなかった。 

次にGFP陽性の神経堤由来細胞におい

ての神経堤細胞マーカーで(Slug, AP-2 

alpha, HNK-1, p75NTR, Nestin)の発現につ

いて検索を行った。結果をFig.2に示す。神

経堤細胞マーカーに陽性の細胞は、GFP陽

性の神経堤由来細胞中のみに検出され、そ

の陽性率はそれぞれ20～30％程度であった

。神経堤細胞マーカーの中でも、p75, 

 

Fig.1. Wnt1-Cre/ZEG, P0-Cre/ZEGマウス歯
根膜における GFP 陽性神経堤由来細胞の
分布。(a)GFP陽性神経堤由来細胞は歯頚部
と比べて根尖側に多く観察された。 (b) 

Wnt1-Cre/ZEG, P0-Cre/ZEGマウス歯根膜に
おける GFP陽性細胞は約 1.5％であった。 

 

Fig.2. Wnt1-Cre/ZEGマウス歯根膜における
神経堤細胞マーカーの発現。神経堤細胞マ
ーカーは GFP陽性細胞中に観察された。 



HNK-1, Nestinは神経堤幹細胞マーカーと

しても知られることから、神経堤由来細胞

の一部は依然として幹細胞様の性質を保持

している可能性が示された。 

間葉系幹細胞マーカーであるCD29, 

STRO-1陽性細胞は全歯根膜細胞中に対し

て、約0.4％検出され、過去の報告とも近い

値を示した(Fig.3)。また、間葉系幹細胞マ

ーカー陽性細胞はGFP陰性細胞中にのみ検

出された。更に過去の報告にもあるように

間葉系幹細胞マーカーに陽性の細胞は血管

近傍において検出された。 

以上の結果より歯根膜中において神経

堤由来細胞が存在することが示され、この

細胞群はこれまでに知られている間葉系幹

細胞とは異なる幹細胞群である可能性を示

唆するものであった。これらのGFP陽性細

胞の幹細胞能については歯根膜より分離を

行い、その多分化能について実際に検証す

る必要があり、現在引続き解析を行なって

いる。 

更にヒト歯根膜由来細胞をEGF, FGF-2

存在下の血清不含有培地中にてニューロス

フィア法を用いて浮遊培養を試みた(Fig.4)

。培養翌日には浮遊細胞塊を生じたものの

、7日以上の長期培養では細胞塊は生存不可

能であった。EGF, FGF-2の濃度がニューロ

スフィアの形成効率に影響をおよぼすこと

が報告されていることからそれぞれ(0~100 

ng/ml）の範囲内で異なる条件について、そ

の形成能を検討した。しかしながら、増殖

因子の濃度条件によるニューロスフィアの

形成能、および長期生存率への影響は認め

られなかった。ニューロスフィア法の培養

条件については、更なる培養条件の検討が

必要である。 

ニューロスフィア法による培養が困難

であったため、ヒト歯根膜細胞からの神経

堤幹細胞の分離に至らなかった為に、歯胚

再生に関する実験は行なっていない。現在

、ニューロスフィア法に代わる細胞の選択

的分離法として、Fluorescence Activated Cell 

Sorting (FACS)を利用した分離法を検討し

ている。組織標本上の解析から、神経堤幹

細胞マーカーであるp75, HNK-1, Nestinの

発現が認められたことから、これらのマー

カーを用いて細胞の分離を行う予定である

。更に我々が組織標本上で検討した各種細

胞マーカーを用いて、歯根膜細胞中に存在

する異なる幹細胞群の特性評価について解

析を行なっている。 

本研究において歯根膜中において間葉

系幹細胞とは異なる神経提幹細胞の存在が

示唆されたが、その分離解析法には依然と

して明らかとすべき点が多く残されている

。歯根膜におけるセメント質の再生法とし

ては、臨床的にはGuided Tissue Regeneration 

(GTR)法やEnamel Matrix Derivative 

(Emdogain®)が用いられているが、その効果

は依然として限定的である。組織再生を期

す手段として、その発生過程を模倣する手

段は非常に有効であるが、無細胞セメント

質のようにリモデリングを行わない組織に

おいてはその細胞源が問題となる。しかし

 
Fig.3. 歯根膜組織中において、間葉系幹細
胞マーカーである STRO-1, CD29陽性細胞
が認められた。間葉系幹細胞マーカーに陽
性の細胞は全て GFP陰性であった。更に間
葉系幹細胞マーカーに陽性の細胞は血管
近傍に認められた(矢頭)。 

 

Fig.4. EGF, FGF-2存在下の浮遊培養にて、
ヒト歯根膜細胞からの Neurosphere の形成
を認めた（矢頭）。 



、セメント質には機械的刺激等に応答して2

次的な有細胞セメント質を生じることがあ

る。成体に存在する細胞源を用いての再生

法としては、有細胞セメント質の生成過程

を再現することが歯根膜の再生法として有

効である可能性がある。 
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