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研究成果の概要（和文）：歯根膜は歯と骨を結合する組織であり、その恒常性を担うのは豊富な組織幹細胞の存
在である。歯根膜の細胞は発生学的には主として神経堤に由来することが知られているが、その他の起源につい
ては明らかでない。本研究では骨髄に由来し、血行性に供給される幹細胞の存在を明らかにするために、蛍光色
素によって標識された骨髄間質細胞を免疫不全ラットの大腿骨に移植したところ、移植4週後の歯根膜組織にお
いて骨髄由来細胞が観察された。さらに歯の再植により、骨髄由来細胞は増加した。本研究により歯根膜の組織
幹細胞は発生期から維持されているものだけではなく、必要に応じて骨髄から供給される血行性幹細胞が存在す
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The periodontal ligament (PDL) plays important roles in tooth function. The 
PDL harbors a remarkable reserve of multipotent stem cells, which maintain various types of cells. 
However, the sources of these stem cells, other than their developmental origin, are not well 
understood. In the present study, to elucidate the recruitment of bone marrow (BM)-derived stem 
cells in the PDL, green fluorescent protein (GFP)-expressing BM-derived cells were transplanted into
 the femoral BM of immunodeficient rats. Four weeks after cell transplantation, GFP-positive cells 
were detected in the PDL. To evaluate the functional significance of these BM-derived cells to the 
PDL, tooth replantation was performed. Seven days after tooth replantation, the number of 
GFP-positive cells significantly increased in PDL. These results indicate that the stem cells and 
their progeny in PDL are not only derived from their developmental origin but are also supplied from
 the BM via the blood as the need arises. 

研究分野： 歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
歯根膜は歯と歯槽骨の間に介在する線維性の
結合組織であり、咬合力の感知、緩圧機構を有
するだけでなく、歯の矯正移動に見られるよう
に力に鋭敏に反応する。歯根膜組織の特徴とし
てその極めて早い代謝回転が挙げられるが、こ
れを可能としているのは歯根膜細胞の極めて活
発な増殖能と、広範な多分化能を有する幹細胞
の存在であると考えられている。歯根膜は発生
学的には一部の上皮由来細胞を含むものの、主
として神経堤由来の細胞によって構成されてい
ることが知られているが、その数は加齢ととも
に減少してゆく(Kaku. Arch Oral Biol. 2012)。
この事実は歯根膜がリモデリングの過程におい
て、発生由来とは異なる細胞群の供給を受けて
いる可能性を示唆している。 
近年の研究から、血行性に循環している骨髄
由来間葉系幹細胞である“circulating MSC”の存
在や(Tintut. Circulation. 2003)、血管内皮細胞に
由来する幹細胞である pericyteの存在(da Silva 
et al, 2006)が明らかとなりつつある。とくに歯
根膜においては間葉系幹細胞が血管近傍に多く
観察されることから(Seo. Lancet. 2004, Kaku. 
Arch Oral Biol. 2012)、これまでに同定された
歯根膜中の幹細胞の一部は血行性に供給された
幹細胞である可能性が強く推察される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛍光タンパクである Green 

Fluorescence Protein (GFP)によって標識された
骨髄間質細胞を免疫不全ラットの大腿骨骨髄
に移植し、一定時間経過後および意図的再植
後の歯根膜組織におけるGFP陽性細胞を検出
することにより、歯根膜組織における血行性
細胞の存在と、遠隔細胞の遊走に関わる SDF-
1/CXCR4 axisによる制御機構を明らかにする
ことを目的とする 
 
３．研究の方法 
歯根膜組織における骨髄由来間葉系幹細胞

の存在と組織維持への寄与を明らかにするた
めに、4週齢の(SD-Tg (CAG-EGFP)ラットの大
腿骨骨髄からGFPで標識された骨髄間質細胞
(BMSC: Bone marrow stromal cell)を調整し、4
週齢の免疫不全ラット(F344/NJcl-rnu)の両側
大腿骨骨髄に移植した。移植 4 週後にラット
を屠殺し、歯周組織を含む上顎骨を採取した。  
またGFP陽性細胞の移植 4週後に両側の上

顎第 1臼歯を抜歯、即時再植し、1,3,7,14日後
に屠殺、組織標本および全血の採取を行った。 
採取した組織からは脱灰パラフィン包埋組

織標本を作製し、GFP および幹細胞マーカー
(CD29, SSEA4, aSMA)を免疫組織学的手法に
て検出した。 
全血からは density-gradient cell separation 

tube (BD Vacutainer CPT Cell Preparation Tube 
with Sodium Citrate; BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ)を用いて単核細胞と血清の調整を
行った。分離した単核細胞は 10 cm培養皿で
alpha-MEM (10% FBS, 1% antibiotics)中にて 2

週間培養し、Colony Forming Assay (CFU)を行
った。また血清中の SDF-1 の濃度を mouse 
CXCL12/SDF-1 alpha Quantikine ELISA Kit 
(MCX120; R&D Systems, Minneapolis, MN)にて
行った。 

7週齢雄性 C57BL/6マウス骨髄から BMSC
と歯根膜細胞を採取した。歯根膜細胞は、抜
歯した上下顎臼歯から Liberase DL (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany)にて細胞を遊
離させ、遠心分離(1,000 rpm, 5 min)にて回収、
alpha-MEM (10% FBS, 1% antibiotics)中にて維
持した。Transwell チャンバー(8-µm-pore PET 
membrane, Coring, Tewksbury, MA)上に BMSC
を播種し、下部チャンバーには歯根膜細胞培
養上清を添加した。一部の BMSCは播種前に
CXCR4 阻害剤である AMD3100 (1.0 µg/ml, 
Calbiochem, San Diego, CA)にて処理し、チャン
バー下部へと遊走した細胞を固定、DAPIにて
核染色を行い、遊走細胞数の計測を行った。 
 
４．研究成果 

 
Fig.1 歯根膜組織における大腿骨由来細
胞の存在。(a)GFP ラットの骨髄間質細胞
を免疫不全ラットの骨髄に移植し 4 週間
後の歯根膜組織における GFP 陽性細胞の
解析を行う。(b)観察領域は上顎第 1 臼歯
近心根近心歯根膜とした。(c)GFP 陽性細
胞移植 4 週後には歯根膜の骨表面に多数
の GFP陽性細胞が観察された。（ｄ）非移
植群では GFP 陽性細胞は観察されない。
(e, f)GFP 陽性細胞は骨表面と血管近傍に
多く観察された。Bar: 100 µm (c, d), Bar: 20 
µm (e, f). 

 
Fig.2 歯根膜中の骨髄由来細胞における
幹細胞マーカーの発現。歯根膜組織中の
GFP 陽性/骨髄由来細胞は CD29, SSEA4, 
aSMA 等の幹細胞マーカーについても陽
性であった。Bar: 50 µm 



 

 

	

	

	

	
以上の結果より、歯根膜には発生由来とは
異なる、血行性に供給される骨髄由来の幹細
胞群が存在すること、またその誘導は SDF-
1/CXCR axis によって制御されていることが
示唆された(Fig.7)。 
本研究成果は歯根膜の維持に重要な新たな
幹細胞の供給メカニズムを明らかにする基礎
的側面だけでなく、有効な歯周組織再生医療
を提供できる可能性を有している。歯周組織
の大規模な再生には依然として人工材料や自
己組織の移植が行われている。また自己組織
由来の幹細胞を体外にて培養し、患部へ戻す
方法も試みられている。本研究で明らかにし
た、血行性の幹細胞供給を人為的に制御する
ことが可能となれば、大規模な外科的手術や、
リスクの高い体外での細胞培養を行わずに、
幹細胞を患部へ集積することが可能となる。
したがって、歯根膜組織における骨髄由来細
胞の血行性誘導機構のより詳細な解析とその
制御方法の開発は、新たなコンセプトに基づ
いた歯周組織再生療法を実現する可能性を有
している。 
 
 
 
 

 
Fig.4 歯の再植による歯根膜組織中の
GFP 陽性細胞数と血中間葉系細胞数の変
化。GFP細胞非移植群では GFP陽性細胞
は認められないが、大腿骨への GFP 陽性
細胞の移植により、歯根膜組織に GFP 陽
性細胞が観察されるようになった。さらに
歯の意図的再植により、歯根膜組織中の
GFP 陽性細胞数は有意に増加した。SFU 
assay によって検出された血中の間葉系細
胞数は歯の再植 3日後に有意に増加した。 

 
Fig.7 歯根膜組織には SDF1/CXCR4 axis
によって制御される、発生由来とは異な
る血行性の幹細胞群が存在する。 

 

Fig.3 意図的再植後の歯根膜における
GFP陽性細胞の局在。(a)再植 1 日後の組
織像（HE染色）。炎症性細胞の浸潤が認め
られる。(b)再植 7 日後の組織像（HE 染
色）。コラーゲン線維が観察されるが一定
の走行は依然として見られない。(c)再植 7
日後では歯根膜組織中に GFP 陽性細胞が
観察される。(d)骨表面に存在する一部の
破骨細胞は GFP 陽性であった。Bar: 100 
µm (a, b); Bar: 50 µm (c, d) 

 
Fig.6 歯根膜培養上清による間葉系幹細
胞の遊走。トランスウェルを用いた遊走実
験において、歯根膜細胞の培養上清は間葉
系幹細胞の遊走を有意に増加させた。
SDF-1の阻害剤である AMD3100により、
歯根膜細胞の培養上清に誘導される間葉
系幹細胞の遊走は阻害された。 

 
Fig.5 歯の再植後の歯根膜組織における
SDF-1陽性細胞の変化。歯の再植 7日後の
歯根膜組織では SDF-1 陽性細胞数が有意
に増加した。Bar: 20 µm 
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