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研究成果の概要（和文）：本研究では造血幹細胞誘導遺伝子として CDX2 に着目した。CDX2 のア

デノウィルスベクターを感染させた PDL は造血性幹細胞様細胞への分化が観察された。また、

マウス骨髄より造血性幹細胞の分離を試みた結果、Sca-1、CD34、CD45 陽性の造血幹細胞を得

た。本研究で得られた造血幹細胞は IV 型コラーゲンには接着するものの I 型コラーゲンには非

接着であった。さらに間葉系幹細胞をフィーダーとすることによって旺盛に増殖した。本研究

で得られた細胞を利用することによって血管新生誘導のさらなる解明が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the CDX2 gene such as a key gene that 
induces into hematopoietic stem cells. PDL cells over-expressing CDX2 gene were observed 
to differentiate into hematopoietic stem-like cells. In addition, we attempted to isolate 
of hematopoietic stem cells from mouse bone marrow. As a result, the hematopoietic stem 
cells of Sca-1, CD34, CD45-positive were obtained. These hematopoietic stem cells adhere 
to type IV collagen, but it does not adhere to type I collagen. Furthermore, hematopoietic 
stem cells proliferated vigorously by a feeder of mesenchymal stem cells. Elucidation 
of the induction of angiogenesis is expected by using these cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 

歯根膜中には間葉系幹細胞（MSC）が存在
し、この細胞が線維芽細胞、骨芽細胞（OB）
ならびにセメント芽細胞に分化し、硬組織お
よび線維性軟組織を形成することが報告さ
れている（Seo et al., Lancet, 2004）。し

かしながら、この細胞が歯根膜中の血管構成
細胞や血球細胞に分化しうるかどうかにつ
いては全く明らかにされていない。 

我々は、歯根膜由来 MSC が血管構成細胞に
分化するとともに、血管組織構築能力を示す
かどうか調査した。その結果、歯根膜由来線
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維芽細胞様細胞（以下、PDL 細胞）が血管内
皮細胞マーカーを発現することを発見し報
告した（Ibi et al., Arch. Oral Biol., 2007）。
さ ら に 我 々 は 、 こ の 細 胞 が bone 
morphogenetic protein (BMP)の刺激で OB に
分化誘導される一方で、fibroblast growth 
factor（FGF）刺激により、血管内皮細胞（EC）
様分化誘導されて血管様構造物を構築する
ことを発見し、報告した（Shirai et al., J. 
Periodontal Res., 2009）。また、この PDL
細胞による血管構造物は血管内皮マーカー
Tie2 陽性であることが判明した（Okubo et 
al., J. Vasc. Res., in press）。以上の結
果から、PDL 細胞は、硬組織形成能力に加え、
血管形成能力を有することが明らかとなっ
た。 

一般的に造血幹細胞と血管芽細胞（EC の前
駆細胞）はヘマンジオブラストと呼ばれる共
通前駆細胞から分化すると考えられている。
このことは、EC に分化しうる細胞は造血幹細
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。我々は既に、PDL 細胞が EC
様細胞分化を示すことを明らかにしている
が、この事実から、PDL 細胞が造血幹細胞様
分化能力を示す可能性は十分に示唆されて
いる。実際に、PDL 細胞における造血幹細胞
マーカーc-kit の発現を、FGF 刺激下で確認
している。加えて、興味深いことに、３次元
培養下で形成される PDL細胞塊から伸長する
血管構造物の基部に、周囲の組織と結合しな
い血球様細胞が出現することを確かめた。以
上の結果より、PDL 細胞が c-kit/SCF（幹細
胞増殖因子）系シグナルの刺激で造血幹細胞
様に分化する可能性が非常に高い。 

血管新生を誘導するのは、血球細胞が局所
において EC 走化性因子（Ang-1, VEGF 等）を
分泌するからと考えられている。PDL 細胞由
来ヘマンジオブラスト様細胞を EC と造血性
幹細胞それぞれに自在に分化誘導できれば、
これらの細胞間相互作用による効率の良い
血管新生誘導が可能になる。また、最近にな
って骨髄中の OB はニッチ細胞として造血性
幹細胞の増殖・分化を促進していると考えら
れている。一方で、造血性幹細胞による OB
の増殖・分化促進効果の存在についても期待
されるべきところであるが、その詳細は明ら
かとされていない。この造血性幹細胞による
OB への作用についても、さらなる研究が待ち
望まれている。 

これまでに我々は、PDL 細胞が OB に分化す
るだけでなく、EC にも分化することを世界に
先駆けて報告した。しかし、PDL 細胞が造血
性幹細胞様に分化することを示した例は全
くない。本研究により、PDL 細胞を EC や造血
性幹細胞に自在に誘導する技術が確立され

るとともに、これらの細胞の相互作用による
局所の血管新生誘導技術の基盤が確立され
ることが期待される。このようにして分化誘
導された PDL 由来造血性細胞が OB の増殖・
分化を促進し、血管新生との相乗作用により
局所の骨形成を誘導するという全く新たな
歯周組織再生技術を確立することが可能に
なる。OB が造血幹細胞ニッチとして働くこと
は知られているが、局所に分化誘導した造血
性幹細胞を利用して骨芽細胞の増殖・分化を
ポジティブに制御するという着想は極めて
独創性に富んだものである。また、将来的に
は、PDL 細胞が造血幹細胞の供給源として、
白血病などの血液疾患治療に貢献する可能
性を含んでいることからも、本研究の社会貢
献度は極めて高いといえる。 

 
 
２．研究の目的 
 
我々が見出した PDL 由来ヘマンジオブラス

ト様細胞（PDL 細胞）を血管構成細胞（血管
内皮細胞や血管平滑筋細胞、造血性幹細胞）
に自在に分化誘導し、これらの細胞の共同作
業で初めて可能となる局所の効率的な血管
新生の誘導技術の基盤を開発する。また、本
研究により PDL細胞から分化誘導された造血
性幹細胞は、周囲の OB の増殖・分化を促進
させることが期待される細胞であり、この OB
増殖・分化誘導効果と先の血管新生誘導効果
を相乗的に応用した全く新たな着想に基づ
く次世代の歯周組織再生技術を開発する。 

本研究では、PDL 細胞が EC に分化するだけ
でなく、ヘマンジオブラスト様に造血性幹細
胞への分化能力を有することを明らかにす
る。さらには、c-kit/SCF 系で誘導された造
血性幹細胞から各血球性細胞に分化するこ
とを確認し、この細胞の造血性幹細胞として
の能力を検証する。さらに、この PDL 細胞が
EC あるいは血球性細胞に分化する際に、これ
らの分化の方向付けをするキー遺伝子を同
定し、PDL 細胞からの EC あるいは造血性幹細
胞への分化を自在に操作する技術を確立す
る。その結果、これらの細胞の相互作用によ
る血管新生誘導により、局所の組織再生に必
須な血液循環を改善する医療技術が確立す
る。加えて、本技術で分化誘導された PDL 細
胞が、周囲の OB の増殖・分化をポジティブ
に制御して骨形成誘導に働くことを明らか
にする。以上の研究により、PDL 由来ヘマン
ジオブラストを利用した全く新たな歯周組
織再生療法開発のための研究基盤を築きた
い。 

 
 



３．研究の方法 
 
(1) 造血幹細胞分化誘導促進遺伝子の同定： 

cDNAマイクロアレイをはじめとした様々な
解析によって明らかになった造血性幹細胞と
しての能力の発現を誘導するモデル遺伝子の
検索を実施した。得られた結果と、PDL細胞の
造血性幹細胞能力の検索結果とを併せて、造
血性幹細胞分化誘導モデル遺伝子の絞込みを
行った。明らかになった造血性幹細胞として
の能力の発現を誘導するモデル遺伝子として
CDX2に着目した。 

 
(2) FGF-1 による PDL 細胞の分化誘導： 

酸性線維芽細胞増殖因子(FGF-1)誘導性の
細胞内シグナルが、PDL 細胞の増殖と血管構
成細胞分化に与える影響を調査し、どのよう
な細胞内シグナルが血管新生に重要である
かを検討した。まず、細胞増殖に与える FGF-1
の効果をアラマ―ブルー法にて調査した。次
に、リン酸化抗体を用いたウエスタンブロッ
ト法にてシグナル伝達因子の活性化を調べ、
FGF-1 誘導性のシグナル伝達経路を調査した。
さらにシグナル経路の特異的阻害剤を用い
て FGF-1 誘導性のシグナル活性化を抑制し、
細胞増殖と分化に与える影響を調べた。 

細胞の分化は、リアルタイム RT-PCR 法に
より血管内皮細胞マーカー(Tie-2，vWF)と平
滑筋細胞マーカー(α-SMA，hl-calponin，
myocardin)の mRNA 発言を調査し、さらに免
疫蛍光染色法にてマーカータンパク質の発
現を調査した。 

 
(3) TGF-βによる PDL 細胞の分化誘導： 

血管内皮―間葉転換誘導作用を持つとさ
れる transforming growth factor-β 
(TGF-β)が、PDL 細胞の増殖や EC および平滑
筋細胞 smooth muscle cell(SMC)分化に及ぼ
す影響について調査した。さらに、TGF-β 誘
導性の Smad2/3 シグナルならびに p38- 
mitogen-activated protein kinase (p38 
MAPK)シグナルが、この細胞の増殖・分化に
どのように影響するかについて調査を進め
た。細胞増殖活性の測定は AlamarBlue 代謝
測定法により行い、EC ならびに SMC 分化の程
度は定量的 RT-PCR 法と免疫蛍光細胞染色法
とを用いた血管内皮細胞マーカー(Tie-2, 
VE-cadherin)と平滑筋細胞マーカー
(alpha-smooth muscle actin(α-SMA), 
hl-calponin, ならびに SM22α)の発現解析
により調査した。 

TGF-β シグナル経路の解析は、シグナル分

化のリン酸化部位認識抗体を用いたウエス
タンブロット法と各種シグナル経路特異的
阻害剤を用いて行った。また、特に Smad2/3
経路の阻害は抑制性 Smad である Smad7 の過
剰発現系により行った。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 造血幹細胞分化誘導促進遺伝子の同定： 

造血幹細胞誘導遺伝子として CDX2 に着目
した。CDX2 遺伝子はショウジョウバエにおけ
るホメオボックス遺伝子 Caudal に相当する
遺伝子であり、腸管上皮細胞の増殖や分化に
関与している転写因子をコードしている。本
研究では CDX2 を強発現するようなアデノウ
ィルスベクターを作製し、PDL 細胞へ感染、
CDX2 を過剰発現させてそのリアクションを
解析した。 

その結果、CDX2 を過剰発現させることによ
って造血性幹細胞様細胞への分化が観察さ
れた。また、PDL 細胞がラット由来であるこ
とから、遺伝的バックグラウンドが詳細に解
析されているマウスから造血性幹細胞の分
離を試みた。すなわちマウス脛骨を摘出し、
骨髄よりフラッシュアウトされる細胞を培
養して、造血幹細胞マーカーである Sca-1、
CD34、CD45 陽性の細胞を得た。本研究で得ら
れたマウス骨髄由来造血性幹細胞様細胞は
IV型コラーゲンには接着するもののI型コラ
ーゲンには非接着であった。さらに間葉系幹
細胞をフィーダーとすることによって旺盛
に増殖した。 

本研究で得られた知見や細胞を利用する
ことによって、造血性幹細胞の分化や血管新
生誘導効果のさらなる解明が期待される。 

 
(2) FGF による PDL 細胞の分化誘導： 

FGF-1 は FGF レセプターとそれにつづく
MAPキナーゼすなわちMEK-ERK1/2シグナルの
活性化を介して PDL 細胞の増殖を促進するこ
とが示された。FGF-1 誘導性の MEK-ERK1/2 シ
グナルを抑制すると、SCDC2 細胞の平滑筋細
胞様分化が誘導され、MEK-ERK1/2 シグナルが
SCDC2 細胞の平滑筋細胞分化を抑制している
ことが示唆された。また、MEK-ERK1/2 シグナ
ルを抑制することにより平滑筋細胞分化が
誘導された後も、血管内皮細胞マーカーの発
現が維持されることが判明した。このことか
ら、SCDC2 細胞の完全な平滑筋細胞分化には
FGF-1誘導性のMEK-ERK1/2シグナルを抑制す
る以外に、別のシグナルが必要である可能性
が示唆された。以上のことから、歯周靭帯に



存在する血管内皮前駆細胞様線維芽細胞で
は、FGF-1 誘導性の MEK-ERK1/2 シグナルの活
性化の程度により、細胞の増殖と平滑筋細胞
初期分化の切り替えが抑制されていると考
えられた。 

本研究は、FGF-1 誘導性の ERK1/2 シグナル
伝達が歯周靭帯由来血管内皮前駆細胞様線
維芽細胞の増殖と平滑筋細胞分化をどのよ
うにしてコントロールしているかを示した
初めての報告である。これは、歯周靭帯のみ
ならず、靭帯や腱といった血管を欠く組織で
の修復・再生のための再生医療を、組織周囲
における血管構築の視点から考える上で重
要な基礎的知見を提供するものであり、靭帯
由来血管内皮前駆細胞様線維芽細胞の増
殖・分化の全容を分子レベルで解明すること
は、靭帯や腱再生のための新たな細胞を用い
た治療法の確立につながるものと考える。 

 
(3) TGF-βによる PDL 細胞の分化誘導： 

TGF-β は、濃度依存的に PDL 細胞の増殖を
抑制した。また、TGF-β が濃度依存的に EC
マーカーTie-2 の発現を抑制することや、SMC
マーカーの発現を誘導することが明らかに
なった。TGF-β によるこれらの効果は、
TGF-β のⅠ型受容体キナーゼ阻害剤である
SB-431542 の添加により抑制された。 

TGF-β は、PDL 細胞における Smad2 と p38 
MAPK のリン酸化を誘導することが判明した。
次いで、PDL 細胞に Smad7 を過剰発現させて
Smad2 シグナルを阻害したところ、TGF-β に
よる増殖抑制効果は完全に解除された。しか
し、p38 MAPK の特異的阻害剤 SB203580 では、
この TGF-β による増殖抑制効果は解除され
なかった。TGF-β による EC マーカーTie-2
の発現抑制効果は SB203580 により解除され
たが、Smad7 では解除されなかった。これと
は対照的に、TGF-β による SMC マーカーの発
現誘導効果は Smad7 の過剰発現により抑制さ
れたが、Sb203580 では解除されなかった。ま
た、興味深いことに、この TGF-β 誘導性の
SMC 分化は、その後の fibroblast growth 
factor (FGF)処理により脱分化された。抑制
型 Smad7 により、TGF-βで誘導される PDL 細
胞の増殖抑制効果が解除されることから、こ
の SCDC2 細胞の増殖抑制効果は Smad2 シグナ
ル依存的であることが示唆された。 

TGF-β 誘導性の Smad シグナルにより SMC
分化が誘導される一方、TGF-β 誘導性の p38 
MAPK シグナルにより EC 分化が抑制されるこ
とが明らかとなった。TGF-β により誘導され
た PDL 細胞の SMC 分化は、その後の FGF 添加
により脱分化されることから、この細胞の
TGF-β による SMC 分化は完全分化ではなく、

初期分化である可能性が示唆された。これら
の結果により、歯周靭帯由来血管内皮前駆細
胞様細胞においては、TGF-β シグナル経路依
存的にその増殖や血管内皮細胞分化あるい
は平滑筋細胞分化が調節されると考えられ
た。 

本研究は、歯周靭帯由来血管内皮前駆細胞
様細胞の増殖と分化を TGF-β 誘導性 Smad お
よび non-Smad シグナルの相互作用により制
御していることを初めて報告した論文であ
り、本研究成果は、歯周靭帯周囲組織の再生
に必要な局所の血液循環を改善する Cell 
Therapy 確立のために役立つ重要な研究基盤
となると考えられる。 
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