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研究成果の概要（和文）：我々は以前に歯根膜組織由来の血管構築能を有する幹細胞を樹立し報告した。この幹細胞が
複数の造血幹細胞マーカーを発現し三次元培養によって構築した血管管腔内においてエオジン好染の血球様細胞を誘導
することを見出した。そこで、このヘマンジオブラスト様の幹細胞の誘導に関わるキー遺伝子を特定するためにマイク
ロアレイ解析を行い、一つの転写因子を選定した。その転写因子のアデノウィルスベクターを作成し歯根膜細胞に投与
した所、血管新生能および血球細胞誘導能の顕著な増加を認めた。さらに造血幹細胞マーカー遺伝子の発現上昇も確認
した。これにより、ヘマンジオブラスト様幹細胞誘導に関わるキー遺伝子の特定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We reported to establish the periodontal ligament (PDL) derived stem cells, which 
had the capacity to construct blood vessel structures. Thereafter, we observed these PDL cells expressed 
multiple hematopoietic stem cell markers and possessed the capacity to induce eosinophilic blood cells 
inside the constructed vessel lumen in our three-dimensional culture. To identify the vital genes 
associated with regulation of hemangioblastic capacity, we performed cDNA microarray analysis and then 
selected one transcription factor.
Subsequently, we constructed adenoviral vector including the sequence of selected gene and transfected 
the vector with the PDL cells. According to this treatment, both angiogenic and hematopoietic capacity 
were significantly enhanced. Futhermore, the gene expression of hematopoietic marker gene; c-kit(CD117) 
was upregulated in viral titer-dependent manner. In consequence of these data, we identified one vital 
gene to regulate hemangioblastic capacity of the PDL cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
最近、歯根膜中には間葉系幹細胞が存在し、
この細胞が線維芽細胞・骨芽細胞ならびにセ
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たが（Seo 
et al., Lancet, 2004）、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
かどうかは全く明らかにされていなかった。 
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、
三次元培養下に血管内皮細胞マーカー陽性
かつ連続した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
た。（Okubo et al., J. Vasc. Res.,2010）
以上の結果から、歯根膜細胞には、以前より
報告のある硬組織形成能力に加え、血管形成
能力を有する血管前駆細胞が存在すること
が明らかとなった。 
一方、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
化でき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している。実際に
我々が作成した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
の発現も認めることを確認している。 

さらに、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および
形成された管腔構造の内部に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血
球様細胞が多数出現することを確かめてい
る。 

 
２．研究の目的 
1.の背景で述べたように歯根膜組織中には
血管前駆細胞、さらには造血幹細胞への分化
能力を有したヘマンジオブラスト様細胞が
存在する可能性は高い。そこで、この歯根膜
由来ヘマンジオブラスト様細胞において、そ
の造血能力と血管新生能力を制御するキー
遺伝子を調査・特定し、この細胞の造血・血
管構築能力による損傷虚血組織に対する革
新的な組織再生技術の確立のための基盤を
築きたい。これまでに、我々は歯根膜細胞初
代培養系から限界希釈法を用いて単一細胞
より増殖させ確立した複数の Single 
Cell-derived Cultureのうち、いずれも複数
の間葉系幹細胞マーカーを発現しながら、血

管構築能の低い細胞(以下『A 細胞』：コント
ロール細胞)と血管構築能の高い細胞(以下『B
細胞』:血管構築細胞)の樹立に成功している。 
そして、同一初代培養系由来のこれらの２つ
の細胞を利用した各細胞間における遺伝子
発現頻度差についてMicro-Arrayによる網羅
的な発現解析、さらにはエピジェネティクス
解析としての網羅的 DNA メチル化解析を完
了した。これらの結果をもとに血管形成・造
血幹細胞形成に関わると考えられる遺伝子
をすでに複数ピックアップしており、ここで
候補となった遺伝子を中心に解析を行い歯
根膜由来ヘマンジオブラスト様細胞の造
血・血管新生能発現誘導に必須なキー遺伝子
を特定したい。そして、これらの遺伝子操作
により歯根膜細胞からの血管内皮細胞ある
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。さらに、『B 細胞』のよ
うな造血能と血管新生能を併せ持つ細胞の
表面に特異的に発現する表面抗原を特定し、
この表面抗原を指標として歯根膜中のヘテ
ロな細胞集団から効率よく造血・血管新生能
を有するヘマンジオブラスト様細胞の選別
技術を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)歯根膜由来ヘマンジオブラスト様細胞に
おいて、その多分化能力の誘導に関わるキー
遺伝子を特定する 
 
これまでに網羅的遺伝子発現頻度差解析
(microarray)と網羅的遺伝子メチル化解析
(methylation array)により、歯根膜由来ヘマ
ンジオブラスト様細胞における血管形成・造
血幹細胞形成に関わると予想される候補キ
ー遺伝子を複数選定することを完了してい
る。まずはこの候補遺伝子の過剰発現ベクタ
ーの構築を行う。そして、それぞれの候補遺
伝子を過剰発現させた歯根膜細胞に対して、
三次元培養による血管新生や各種幹細胞マ
ーカーの発現の変化などを解析する。さらに
は、shRNA 導入によるノックダウン法も併
用して解析を行うことで、歯根膜由来ヘマン
ジオブラスト様細胞が有する多分可能力の
誘導に関わっているキー遺伝子を特定する。 
 

(2) 歯根膜由来ヘマンジオブラスト様細胞の
表面に特異的に発現する表面抗原を特定し、
歯根膜細胞集団からこの細胞を効率的に選
択する技術を確立する 
 
方法(1)で特定したヘマンジオブラスト様能
力発現を誘導する遺伝子を、ヘマンジオブラ



スト様能力のない『コントロール A細胞』に
対して過剰発現(あるいは能力発現抑制性キ
ー遺伝子のノックダウン)させ、ヘマンジオブ
ラスト様細胞に変化させる。この『能力増強
A細胞』と『コントロール A細胞』との表面
抗原の発現頻度差を網羅的遺伝子発現解析
にて解析する。この際、『コントロール A 細
胞』と比較して『能力増強 A細胞』に高く発
現する表面抗原を複数ピックアップしてこ
れらを、歯根膜由来ヘマンジオブラスト選別
のための候補遺伝子とする。ついで、この候
補表面抗原に対する抗体を利用して、歯根膜
組織から抽出した細胞集団から候補表面抗
原発現細胞を選別する。選別した細胞がヘマ
ンジオブラスト様能力を有しているかどう
かを、造血幹細胞・血管内皮細胞マーカーを
標的とした RT-PCR ならびにⅠ型コラーゲ
ンゲル内三次元培養血管新生系により評価
し、候補抗原の中から歯根膜由来ヘマンジオ
ブラストに特異的な表面抗原を絞り込み、つ
いで in vivo における造血・血管構築能を確
認することで特定する。この研究成果により、
歯根膜組織中からヘマンジオブラストを選
別して組織再生医療に応用する技術の基盤
が形成される。 

 
４．研究成果 
(1)歯根膜由来ヘマンジオブラスト様細胞に
おいて、その多分化能力の誘導に関わるキー
遺伝子を特定する 
 
①網羅的遺伝子発現頻度差解析と網羅的遺
伝子メチル化解析により得られた複数の候
補遺伝子について、その過剰発現プラスミド
ベクターを構築した。しかし、予想に反し構
築したプラスミドベクターによる遺伝子導
入効率が非常に低く解析できるレベルに満
たなかった。そこでまず、これらの候補遺伝
子をより効率よく発現させるためにアデノ
ウィルスベクターの作成を試みた。 

②その結果、網羅的遺伝子発現解析において
最も優位な発現頻度差を示したある転写因
子 A (Transfection Factor-A:TF-A と略)を
導入した場合に、コントロール細胞と比較し、
新生した血管構造に対する優位な抗アポト
ーシス作用(Tunnel assay により確認)と顕
著な新生血管基部における血球様細胞の湧
出(組織切片とタイムラプス解析により確
認)が観察された。 

 
③さらに三次元立体画像構築解析によって
TF-A の過剰発現群では血管・血球新生におい
てコントロール群と比較し、優位に血管経の
太さが向上し、新生血管内部の血球様細胞の
数においても優位に増加していることが判
明した。 

 
④この結果を元に、造血幹細胞の維持に必須
と言われる転写因子 c-kit とこの TF-A の発
現に相関があるか検索したところアデノウ
ィルスベクターの投与量依存的な正の相関
関係が成立すること、また siRNA による TF-A
のノックダウンによってc-kitの発現も低下
することを見出した。血管新生誘導能の乏し
い A細胞と比べて血管新生誘導能の高い B細
胞において優位な発現を示した TF-A が血球



様細胞の誘導にも関与していたことから、
我々が特定した TF-A は血管血球前駆細胞で
あるヘマンジオブラストの誘導に関わって
いる可能性が示唆された。 
 

 
(2) 歯根膜由来ヘマンジオブラスト様細胞の
表面に特異的に発現する表面抗原を特定し、
歯根膜細胞集団からこの細胞を効率的に選
択する技術を確立する 
 
①将来的に歯根膜組織中に存在する多分可
能力を有するこのヘマンジオブラスト様幹
細胞を再現性よく効率的に抽出するために、
網羅的遺伝子発現解析の結果より、血管新生
能の高いB細胞において優位に発現が向上し
ていた遺伝子群などを参考に癌幹細胞や組
織幹細胞の維持にとって重要であると報告
されている表面抗原マーカーや転写因子な
どを抽出し、TF-A 導入によってその発現が優
位に上昇する複数の遺伝子を見出した。 
 
これにより、これらのマーカー群はヘテロな
歯根膜組織中よりヘマンジオブラスト様幹
細胞を効率よく濃縮するのに有用なマーカ
ーである可能性が示唆された。 

 
②樹立済みのRat由来歯根膜幹細胞を用いた
上記の実験と平行してヒト由来の歯根膜幹
細胞の採取方法に関しても preliminaryな検
討を行った。歯根膜組織採取直後からの様々
な刺激を検討した結果、過去の論文で一般的
に用いられている従来通りの方法(未処理群)

と比較してある条件で組織抽出・培養するこ
と(処理群)で複数の幹細胞マーカーおよび
TF-A においてその遺伝子発現が優位に上昇
した画分が抽出できさらに、その細胞の形態
も未処理群と比較してより立体的で、増殖能
力も高くなることを確認した。 

 
これにより、今回我々が選定した転写因子
A(TF-A)がヘマンジオブラスト様幹細胞を含
む歯根膜幹細胞においてその多分可能を誘
導するキー転写因子となりうる可能性が示
唆された。今後は、今回選定した TF-A の誘
導によって発現が上昇することを指標に表
面抗原マーカーを選択し、歯根膜細胞集団か
ら幹細胞画分を効率よく選択する技術の開
発につなげたい。 
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