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研究成果の概要（和文）：我々は歯根膜組織中に存在する歯根膜幹細胞が血管を構築する能力を
有することを初めて明らかとした。その際、同一組織由来の血管構築能力の高い細胞と低い細
胞の 2 種類の細胞を樹立した。今回我々はこの 2種類の細胞の網羅的遺伝子発現を解析・比較
することで、血管新生を制御する可能性のある複数の遺伝子を選定することに成功した。さら
に、血管構築能力の高い細胞による詳細な血管新生解析の結果、この細胞が血管を構築する際
に同時に血液細胞も誘導している可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that periodontal ligament derived stem 
cells have the potential to construct blood vessel structures. At that time, we have 
established two types of cells in a same origin, one has high angiogenic capacity and 
the other has low. And this time, we compared the comprehensive genomic expression 
profiles between the two types of cells. As a results, we have been able to select several 
candidate genes that have the possibility to regulate angiogenic activity. In addition, 
by further investigation about angiogenic phenotype using the cell type of possessing 
high angiogenic ability, we found the possibility that these cells have the ability to 
differentiate not only into blood vessel composed cells but also into eosinophilic blood 
cell-like cells simultaneously. 
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１．研究開始当初の背景 
歯根膜は、歯根と歯槽骨の 2 つの硬組織の

間に介在する、解剖学上靭帯に分類される線
維性結合組織であり、通常は歯の歯槽骨内へ

の保持力として働いている。一方で、矯正治
療による歯牙の歯槽骨中の移動の際には、歯
根圧迫方向の骨組織を吸収しながらも牽引
方向の骨組織を添加するといったダイナミ
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ックな硬組織のリモデリングを行う。さらに、
根尖歯髄を含む歯根膜組織中に存在する毛
細血管網や知覚神経網を含む軟組織が完全
に再編成される様子が観察される。これらの
現象から察するに、歯根膜中には異なる複数
の組織を形成する能力を有する幹細胞様細
胞が存在し、周囲の硬組織および歯根膜組織
の維持と再編成に働いている可能性が非常
に高いと考えられる。 

近年、歯根膜組織中には線維芽細胞、血管
構成細胞、神経細胞などの他に、骨芽細胞様
あるいはセメント芽細胞様に分化する能力
を有する間葉系幹細胞様の細胞が存在する
と報告されたのを発端に（Seo et al., Lancet, 
2004）、幹細胞様細胞が存在し硬組織・脂肪
組織などへの多分化能力を有するという報
告が多数見うけられるようになった。しかし、
この間葉系幹細胞様細胞が血管構成細胞や
神経細胞に分化する可能性については明ら
かとされていなかった。 
この点に着目し、これまでに我々は、この

歯根膜由来幹細胞が血管構成細胞へと分化
し、三次元培養下に管腔構造を有した血管構
造を構築する能力を有することを見出し報
告してきた(Okubo et al., J. Vasc. Res. 2010）。 

再生医療の新たなる可能性として最近、細
胞の iPS 化技術が話題になっている。この技
術は、通常分化能力の無い(最終分化を終え
た)皮下由来の線維芽細胞を遺伝子導入によ
り万能幹細胞様に変化させる技術である 
(Takahashi et al., Cell, 2006)。この報告
は、線維芽細胞の可塑性の高さを示している
が、特に歯根膜細胞は分化能力の非常に高い
特殊な線維芽細胞であり、この観点からも歯
根膜細胞中に三胚様性の制約を超える超越
分化能力を有した幹細胞が存在する可能性
が示唆されている。 
 
２．研究の目的 

１．の背景で述べたように、歯根膜由来幹
細胞は様々な種類の組織へ分化する能力を
有する可能性を有しており、口腔組織のみな
らず全身の組織再生のための非常に有力な
ソースとなる可能性を秘めている。実際に、
歯根膜細胞シートを用いた再生医療など臨
床応用へ導くための実用化研究も開始され
ている。しかし、歯根膜由来幹細胞の増殖・
分化能力やそのメカニズムについてはいま
だ不明な点が多い。そこでそのメカニズム解
明の一端として、まず前述した独自の開発に
よる歯根膜由来幹細胞による血管形成誘導
モデルの系を用いて血管形成の制御に関わ
るメカニズムを分子レベルで明らかにする。
と共に、さらなる多分可能力の可能性を模索
することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１)歯根膜由来幹細胞の血管形成誘導能力
の発現を制御すると思われるモデル遺伝子
を複数ピックアップする 
 
①我々が樹立した歯根膜由来の間葉系幹細
胞マーカー陽性細胞のうち、血管形成能力が
低い細胞(A 細胞)と高い細胞(B 細胞)の間
での遺伝子発現様式について cDNA アレイを
用いて網羅的に調査し、双方ともに発現する
遺伝子、または片方にしか発現しない遺伝子
を選定・解析することにより比較・検討する
(下図 参照)。 

 
これらの解析から、この細胞の血管形成能力
を制御すると思われるモデル遺伝子を複数
ピックアップする。 
②mRNA発現レベルをリアルタイム PCR 装置
を用いた定量的 PCR法により、cDNA アレイ
によって認められた遺伝子の発現頻度差に
ついて定量的に厳密な調査を行う。 
 
（２）（１）でピックアップしたモデル(候補)
遺伝子の中から真の血管形成誘導遺伝子を
in vitro において絞り込む 
①ピックアップした歯根膜由来幹細胞の血
管形成能力誘導モデル遺伝子のプラスミド
ベクターを構築し、（１）で用いた間葉系幹
細胞マーカー陽性細胞のうち、血管形成能力
が低い A 細胞にトランスフェクション後、血
管構築能力が向上するかどうかについて、独
自に開発した in vitro 三次元培養系血管新
生モデルを用いて評価することにより(下 
に概略図を示す)、血管形成誘導遺伝子の絞
り込みおよび同定を行う。 

 
一方で、siRNA を用いて血管形成型細胞に

おける該当候補遺伝子のノックアウトする



ことにより血管形成が起こらなくなりうる
かも調査し、裏付け評価を行う。 
②同定された血管形成誘導遺伝子が他組織
由来間葉系幹細胞でも同様の働きを示すか
どうか、骨髄由来間葉系幹細胞に強発現して
血管内皮細胞様分化や血管様構造物形成能
力が誘導されるかどうかを調査する。 
③同定した血管形成誘導遺伝子を血管形成
能力が低い細胞集団に強発現させ、ヌードマ
ウス背部皮下に埋入し、この細胞の in vivo 
における血管形成能力について、この遺伝子 
を強発現させない細胞を用いた場合との比
較を組織学的な手法を用いて行う。これらの
研究により、血管形成誘導遺伝子が in vivo 
での血管形成誘導能力発現に関わるかどう
かについて明らかにする。 
 
４．研究成果 
 （１)歯根膜由来幹細胞の血管形成誘導能
力の発現を制御すると思われるモデル遺伝
子を複数ピックアップする 
①研究実施計画に示していたように、自身

で樹立した単一の歯根膜細胞初代培養系か
ら派生した 2種類の細胞、1)血管形成能の高
い細胞群 と 2)低い細胞群 の血管形成能力
の違いに着目し、（下図）この 2 種類の細胞
間での遺伝子発現様式について cDNA マイク
ロアレイを用いて網羅的に調査を行った。 

 
その結果、血管形成能力の高いもののみに

優位に発現する遺伝子を’’血管形成誘導能
力の発現を制御すると思われる候補遺伝
子’’として選定を行うことに成功した。 
 

②マイクロアレイの結果より見出した複
数の遺伝子を指標に、1)の血管形成能力の高
い細胞群に対して、血管形成に促進的に作用
するさまざまな刺激を行った際の遺伝子の
発現を調べた結果、特徴的な発現パターンを
示す候補遺伝子群を見出した。 
③さらに、同一サンプル間のエピジェネテ

ィクス解析としての網羅的 DNAメチル化解析
も行なった。その結果を Micro-Array解析と
照合した結果、’’血管形成誘導能力の発現を
制御すると思われる候補遺伝子’’として選
定していた遺伝子のうちの複数がエピジェ
ネティックなレベルでも同様の修飾を受け
ていることが判明した。 
 
④A 細胞群に対してこの候補遺伝子の遺伝

子発現レベルを指標にその発現を効率的に
向上させるような環境下で血管新生を行う
ことにより in vitro 三次元培養下にいて血
管新生がより効率的に起こせることを見出
した。興味深いことに、この遺伝子群の中に
は上記の刺激に呼応してその遺伝子発現に
正または負の相関関係を示すものがあり、そ
れらの遺伝子群が関わる血管新生誘導刺激
に対するシグナル伝達機構についても現在
調査を行なっている。 
（２）（１）でピックアップしたモデル(候

補)遺伝子の中から真の血管形成誘導遺伝子
を in vitro において絞り込む 

①マイクロアレイ解析およびメチレーシ
ョン解析によって、血管新生に関わる複数の
遺伝子のピックアップおよび、それらの遺伝
子の間に正または負の相関関係が維持され
ているという裏付けを得たところで、その中
で最も重要であろうと考えられる転写因子
等について、プラスミドベクターを作成した。
しかし、作成したベクターによる遺伝子導入
効率が非常に低いことが判明し、さらに
siRNA を用いたノックアウト実験においても
その導入効率同様に著しく低かった。 

それに対し現在これらの候補遺伝子をよ
り効率的に発現させるためのアデノウィル
スベクターを作成中でありこれにより更な
る解析が進むものと期待される。 

②in vitro三次元培養下での血管新生促進
実験を続ける中で、ある非常に興味深い組織
像が確かな再現性を有して観察された。 
一般的に造血幹細胞と血管前駆細胞はヘ

マンジオブラスト（hemangioblast）と呼ば
れる共通前駆細胞から分化すると考えられ
ている。このことは、血管内皮細胞に分化し
うる我々が用いている細胞は造血幹細胞に
も分化しうる可能性があることを示唆する
ものである。すでに、血管構築能力を有する
PDL 細胞集団は、同時に複数の造血幹細胞マ
ーカーの発現も同時に認めることを見出し
ていた(次頁の B 細胞)。 



 
今回血管新生促進実験を進める中で、３次

元培養下で形成される PDL 細胞塊から伸長
する血管構造物の基部(下図 Fig.A)および形
成された管腔構造の内部(下図 Fig.B)に A 細
胞においては観察されない周囲の組織と結
合しない非接着性血球様細胞が多数出現す
ることを見出した。現在免疫組織学的解析を
含む詳細な解析を行なっている。 

 
③その後の解析により、先に示した複数の

造血幹細胞マーカーの中にも前述のピック
アップした候補遺伝子の発現と複数の発現
に関しても相関性を示すものがあり、血管新
生を制御する遺伝子であると思われていた
候補遺伝子が造血幹細胞と血管全九細胞の
共通前駆細胞であるヘマンジオブラストの
制御にも関わっている可能性が示唆された。 
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