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研究成果の概要（和文）：我々は、ラット歯根膜由来細胞から筋細胞と神経細胞（ニューロン）

の分離を行った。分離した歯根膜由来筋細胞集団に骨格筋細胞、心筋細胞様の活動電位を持つ

細胞が存在することがパッチクランプ法により確認された。また、免疫染色から、骨格筋マー

カーである ToroponinT 陽性細胞、心筋マーカーである ToroponinI 陽性細胞、また、平滑筋マ

ーカーsmooth muscle actin に陽性を示す細胞が存在することが確認された。骨分化能評価で

は、歯根膜由来線維芽細胞では石灰化ノジュールの形成が確認されたが、歯根膜由来筋細胞、

ニューロンではほとんど観察されなかった。 
研究成果の概要（英文）：The muscle and nerve cells(neurons) were isolated from rat 

periodontal ligament cells. The muscle cells were confirmed by patch‐clamp method, their 

action potential were similar to the skeletal muscle cells or the cardiac muscle. In 

immunostaining, there are positive cells for the skeletal muscle marker, toroponin T; 

or the myocardial marker, toroponin I; or the smooth muscle marker, α-smooth muscle 

action.In the evaluation of bone differentiation potential, the formation of 

calcification nodule were formed in the fibroblast from primary culture of periodontal 

ligament. But almost none of such calcification was observed in muscle cells and neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)歯根膜は、多様な細胞で構成される組織
であるため、培養下での歯根膜も高い

heterogeneity を有する。したがって、歯根
膜細胞を構成する各種細胞群の生物学的特
性や機能解析の研究が盛んに行われている。
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さらに、移植治療にむけた応用研究を進める
上で効果的な分離法が求められてきた。申請
者は、ろ紙を用いたコロニアルクローニング
法によりラット歯根膜初代培養シャーレか
ら筋細胞とニューロンを分離することに成
功した。これらの細胞は初代培養から特殊な
分化誘導を行わずに分離したもので、分離後
も獲得した表現型を失わずに継代培養が可
能であり、さらに正常核型も維持していた。 
(2)本研究で分離した歯根膜由来筋細胞は、
多核の合胞体細胞に単核の細胞が混在する
集団で免疫染色、RT-PCRにて筋の特異的マー
カ ー で ある MyoD, Myogenin, myosin,α
-sarcomeric actin の発現を認めた。歯根膜
細 胞 か ら 筋 細 胞 の 分 化 誘 導 は 、
Techawattanawisal ら(Biochem Biophys Res 
Commun, 2007; 357(4): 917-23)が、ラット
歯根膜から neurosphere-forming culture法
により分離した細胞を化学物質などにより
誘導し、MyoD 陽性の多核の筋細胞に分化させ
た報告がある。我々の分離法は、誘導を行わ
ずとも筋の分離に成功している。また、
Yoshida ら (J Cell Sci, 1998; 111(Pt6): 
769-79)によると、マウス由来の筋芽細胞
(C2C12)を 2%ウマ血清の培養環境下で、MyoD
陽性の成熟した筋細胞と、MyoD陰性の単核細
胞に分化することが報告されている。申請者
が分離した細胞も成熟した多核の筋細胞の
中に MyoD 陰性の単核細胞が存在した。しか
し、継代すると再び MyoD陽性細胞が現れた。
このことから、申請者が分離した細胞は筋細
胞にコミットした前駆細胞と成熟した細胞
が共存していると考えられる。この新知見は、
従来の強制的な分化誘導による成熟筋細胞
を移植に用いるという再生療法とは異なり、
新たな筋再生療法の開発に貢献すると考え
られる。 
(3)本研究で分離した神経細胞は、ニューロ
ン特異的マーカーである NSE, NF150 の他、
神経前駆細胞マーカーである nestin の発現
が確認された。筋細胞同様、神経細胞も継代
培養が可能であることから、この nestin 陽
性細胞が、新生ニューロンの供給源となって
いると考えられる。Techawattanawisalらは、
ラット歯根膜から分離した細胞に分化誘導
を行うことで、ニューロン、アストロサイト、
オリゴデンドロサイトを分化させた。しかし、
終末分化した細胞は増殖しないため、継代培
養は不可能であると言われている。さらに、
本手法で得た細胞は高い正常 2倍体性を核型
解析にて維持していることを確認している。 
(4)近年、iPS 細胞を目的の細胞へ分化誘導し
た細胞を移植する研究が活発だが、移植する
細胞の中に iPS細胞が残存し腫瘍化する危険
性がある。また、iPS 細胞は、骨、軟骨、脂
肪の 3胚様へと分化することがわかっている。 
 

２．研究の目的 
(1)分離したラット歯根膜由来筋細胞、神経
細胞が電気生理学的に機能を持つか検討す
る。 
(2)分離したラット歯根膜由来筋細胞、神経
細胞の構成細胞を検討する。 
(3)本研究で分離した細胞に、幹細胞が残存
しているかを検討する。 
(4)細胞移植による運動機能の回復の評価と
細胞動態を確認するために、移植する細胞に
標識がある細胞が望ましい。そのため、GFP
発現ラットから歯根膜由来筋細胞、神経細胞
を分離し、移植に用いる。 
 
３．研究の方法 
(1)ホールセルパッチクランプ法(カレント
クランプ)の検討 
①歯根膜由来筋細胞を、トリプシン/EDTAに
て 60ｍｍシャーレから剥がし、回収した細胞
の一部を 24×24mm のスライドガラスに播種
し培養をおこなった。培養 14 日後の細胞の
活動電位を測定した。 
②歯根膜由来筋細胞トリプシン/EDTAにて 60
ｍｍシャーレから剥がし、回収した細胞の一
部を 24×24mmのスライドガラスに播種し培
養をおこなった。2, 6, 12日後の細胞の活動
電位を測定した。 
③歯根膜由来筋細胞をトリプシン/EDTA にて
回収し、3シャーレに細胞を播種した。15％
FBS含有 DMEM/F12にて培養した 2、6、12日
後の細胞を活動電位測定に用いた。細胞をシ
ャーレから剥離し、セルストレーナーにて細
胞を単離した後、コラーゲン/ポリエルリジ
ンコートしたスライドガラスに播種した。30
分 37℃にてインキュベート後、活動電位を測
定した。 
④歯根膜由来筋細胞をトリプシン/EDTA にて
剥がし、3シャーレに細胞を播種し、2%ウマ
血清含有 DMEM/F12 にて 2、6、12 日培養を行
った。細胞をシャーレから剥離し、セルスト
レーナーにて細胞を単離した後、コラーゲン
/ポリエルリジンコートしたスライドガラス
に播種した。30分 37℃にてインキュベート
後、活動電位を測定した。 
 
(2)免疫染色 
歯根膜由来筋細胞をラブテックチャンバー
スライドに播種し、骨格筋マーカーである
ToroponinT、心筋マーカーである ToroponinI、
平滑筋マーカーである smooth muscle actin
にて免疫染色をおこなった。免疫染色後、蛍
光顕微鏡を用いて観察を行った。 
 
(3)腫瘍化する幹細胞の残存の検討 
①骨分化誘導 
ラット歯根膜の初代培養細胞と、分離した筋
細胞、ニューロンの骨分化誘導を行った。



dexametazone, ascorbic acid, 
glycelophosphate含有αMEMにて 3週間培養
後、アリザリン染色を行った。 
 
(4)GFPラットからの細胞の分離 
GFP発現ラット臼歯を抜歯し、60mm シャーレ
にて静置培養を行う。抜去歯から outgrowth
した目的細胞を採取するため、トリプシン
/EDTA 含浸ろ紙を目的細胞上におき、ろ紙に
付着する細胞を分離した。 
 
４．研究成果 
(1)ホールセルパッチクランプ法の検討 
①本研究で分離した筋細胞の一部を 24×
24mmのスライドガラスに播種し培養をおこ
なった。4 継代目の培養 14日後の活動電位を
測定したところ、心筋細胞様(図 1a,1b)と骨
格筋様（図 2a,b）の活動電位を持つ細胞が確
認された。 

 
図 1a:心筋様活動電位を持つ細胞の位相差像 

 
図 1b:心筋様活動電位 
 

図 2a:骨格筋様活動電位を持つ細胞の位相差
像 
 
 
 
 

 

図 2b:骨格筋様活動電位を持つ細胞の位相差
像 
 
②本研究で分離した筋細胞を、トリプシン
/EDTA にて 60ｍｍシャーレから剥がし、回収
した細胞の一部を 24×24mm のスライドガラ
スに播種し培養をおこなった。3 継代目の 2, 
6, 12 日後の細胞の活動電位を測定した。 
2, 6日後の細胞は骨格筋の活動電位のみ測定
できたが、機械の設定上、培養 12 日後の細
胞が大きすぎるため閾膜電位に達するまで
の電流刺激を与えることができなかった(図
3a,b)。そのため、活動電位は測定できなか
った。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3a:活動電位測定不可能な細胞の位相差像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3b:閾膜電位に達していない活動電位 
 
①,②から、歯根膜由来筋細胞が多核細胞を
形成すると、刺激が不足し活動電位を測定で
きない可能性があった。そこで電位測定のた
めの条件を再検討して、改良を行った。 



③新たに活動電位を測定した細胞はすべて
骨格筋様の活動電位を示していたが、静止膜
電位はほとんど 0～+ｍVを示していた(図 4)。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4：静止膜電位が 0mVを示す活動電位 
 
③の結果から、マウス下腿由来 C2C12筋芽細
胞が、未成熟であると静止膜電位が 0mV近く
を示し、成熟するとともに生体で観察される
-70ｍV へ近づくという報告(大西優貴, 生体
工学,2008;46(1):64-68)と一致することが
わかった。そのため、我々の維持する歯根膜
細胞由来筋細胞も同様に 2%ウマ血清にて分
化誘導をおこない、活動電位を測定した。 
 
④2%ウマ血清にて分化誘導し、活動電位を測
定したところ、骨格筋様の活動電位が測定さ
れた。さらに、静止膜電位も-70ｍV へと近
づくことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：－25mv の静止膜電位を示す歯根膜由来
筋細胞 
 
本研究で分離した歯根膜由来筋細胞が、
C2C12 と大変類似することが確認された。今
後は、活動電位を測定した細胞のシングルセ

ル PCRを行い、機能だけでなく骨格筋の遺伝
子の発現をしているかの確認を行う。 
 
(2)免疫染色 
培養 4, 6, 14 日目にて免疫染色をおこなっ
た(図 6)。培養 4 目では、骨格筋マーカーで
ある ToroponinT陽性細胞が数%確認され、培
養日数が増えるとともに、その数は増加した。
特に、ToroponinT陽性細胞は多核の細胞であ
ることが多かった。また、心筋マーカーであ
る ToroponinI も培養日数が増えるとともに
増えたが、どれも弱陽性を示していた。また、
平滑筋マーカーである SMA陽性細胞は、単核
で常に 10%存在することが分かった(図 7)。 
 

 
図 6:免疫染色による ToroponinT,ToroponinI
陽性細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7:SMA 陽性細胞 
 
 
(1)、(2)の結果から、骨格筋様の活動電位が
明らかに多く測定できたのは、(2)の免疫染
色の結果からもわかるように、本研究で分離
された筋細胞の中には、骨格筋が多く含まれ
ること示唆された。また、免疫染色では平滑
筋も存在することから、本研究で分離された
筋細胞は骨格筋、心筋、平滑筋の 3 種類が存
在する可能性が示された。今後は、フローサ
イトメトリーを用い、分離した細胞に含まれ
る 3種類の細胞の割合を定量化していこうと
考えている。 
 
 



(3)骨分化評価 
近年、iPS 細胞を目的の細胞へ分化誘導した
細胞を移植する研究が活発だが、移植する細
胞の中に iPS細胞が残存し腫瘍化する危険性
がある。本研究で分離した細胞にも腫瘍化す
る可能性がある多能性幹細胞の存在を、多能
性を評価する 1 手法である、骨分化誘導を行
った。ラット歯根膜由来線維芽細胞は骨分化
誘導 1週間から石灰化ノジュールの形成が確
認され、3 週間ではシャーレ内すべてに石灰
化が確認された。ラット歯根膜由来筋細胞、
ニューロンにおいては、ほとんど石灰化ノジ
ュールは確認されなかったが、アリザリン染
色を行うと、一部赤く染まる石灰化物が確認
された。骨分化誘導だけでは、多能性を証明
するには不十分なため、今後は脂肪誘導、軟
骨誘導を行い 3 胚葉へ分化すること、フロー
サイトメトリーにより幹細胞の表面抗原を
持つ細胞が存在するかを確認する。 

 
図 8:骨分化誘導後、アリザリン染色を行った。 
 
 
(4)GFPラットからの細胞の分離 
分離した細胞を用いて、移植による運動機能
の回復の評価と細胞動態を確認するために、
GFP 発現ラットから歯根膜由来筋細胞、神経
細胞の分離を試みた。しかしながら、敷石状
の細胞の増殖が速く、形態学的に歯根膜由来
筋細胞、ニューロンと考えられる細胞の分離
はできなかった。今後は、分離した細胞に、
PKH などの色素をつけるか、またはレトロウ
ィルス、センダイウィルスを用いて GFPを遺
伝子導入させ、移植細胞に用いようと考えて
いる。 
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