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研究成果の概要（和文）：臨床応用を目的とした歯周組織再生のため、歯根膜由来の幹細胞の特性と歯周組織へ
の分化誘導機構の解明を試みた。歯周組織の再生に有効なことが報告されているブタのエナメルタンパク質中に
はBMPやTGF-βの活性が高く、その存在は抗体を用いたELISA法でも確認された。歯根膜組織では TGF-β活性は
認められたがBMP活性は認められなかった。歯根膜由来の培養幹細胞を用いた研究で、BMPやTGF-βは歯周組織の
分化マーカー遺伝子の発現を促進し、石灰化も促進した。これらの結果から、TGF-β とBMPは臨床的の歯周組織
再生のための有効な因子であると思われる。

研究成果の概要（英文）：We studied the stem cells in the periodontal ligament to investigate the 
mechanism of periodontal cell differentiation for clinical usage.It has been reported that the 
porcine enamel proteins activated the periodontal tissue regeneration. We found BMP and TGF-βlike 
activity in the enamel proteins and identified TGF-β using ELISA method. We also found TGF-β in 
the periodontal ligament tissue but did not find BMP.
BMP and TGF-βstimulated the gene expression of the differentiation maker of  the periodontal 
tissues  and mineralization in culture system of periodontal ligament cells.These results suggest 
that BMP and TGF-βare important factors for periodontal tissue differentiation and   clinical 
usage.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、間葉系幹細胞から骨、軟骨、

筋、脂肪細胞など、数多くの細胞への分化誘
導機構が研究され、特定の分化誘導物質や分
化に必須な転写調節因子が明らかにされて
いたが、歯根膜中の間葉系幹細胞と歯周組織
細胞（歯根膜細胞、セメント芽細胞、骨芽細
胞）への分化誘導機構はほとんどわかってい
なかった。 

 
 

２．研究の目的 
本研究は、歯根膜中の間葉系幹細胞を分

離・培養し、その性質を詳細に調べるととも
に、歯周組織への分化誘導の分子機構を明ら
かにし、歯周組織再生治療の基礎を確立する
ことを目的として行った。 

 
 

３．研究の方法 
(1) エナメルタンパク質中の分化誘導因子 
ブタ幼若エナメル質中のエナメルタンパ

ク質は、エムドゲインとして歯周組織の再生
治療に使用され有効な結果が得られている。
抽出したエナメルタンパク質を分離精製し、
培養歯根膜細胞および培養骨芽細胞への影
響を与える因子を検索し、特異抗体を用いた
ELISA 法で活性物質を同定した。 
 
(2) 歯根膜中の分化誘導因子 
歯周組織は歯根膜中の幹細胞から歯根膜

細胞、セメント芽細胞および骨芽細胞に分化
することによって維持されており、細胞を取
り巻く基質中には、分化に関与する分化誘導
因子が含まれていることが予想される。そこ
でエナメルタンパク質と同様にその因子に
ついて検索した。 
 
(3) ヒト歯根膜由来細胞の不死化 
ヒト歯根膜由来の培養細胞はブタエナメ

ルタンパク質（エムドゲイン）に反応するこ
とを報告したが、初代培養では細胞の性質が
安定せず、継代すると徐々に反応性が失われ
る。安定な実験結果を得るために、細胞を不
死化し安定した反応を示すクローンを選択
した。 
  
(4) ラット歯根膜細胞の培養 
抜歯したラットの臼歯には、中央部で断裂

した歯根膜が付着している。歯根膜中央部は
血管が多く、この部位から幹細胞が供給され
徐々に分化してセメント質表面に至ると考
えられている。そこで、抜歯した歯根表面か
ら経時的に細胞を分離し、培養してその性質
を比較した。 
 
(5) マウス歯胚器官培養系 
マウス歯胚の移植実験では、歯に付着した

歯根膜組織から、根分岐部に骨組織を含む歯
周組織が新たに再生する。移植実験では条件

を変えた様々な実験が困難であるため、器官
培養での実験系の確立を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)エナメルタンパク質中の活性物質 
幼若エナメル質中のエナメルタンパク質

を分離精製し、その中に含まれる生理活性物
質について検討した。カラムクロマトグラフ
ィーで分離されたサンプルを試験管ごとに
活性を検討し２種類の活性物質を確認した。
マウス筋芽細胞(C2C12)を用い BMP 活性を検
出し(図 B)、ヒト歯根細胞(HPDL)を用い TGF-
β活性を検出した(図 A)。さらに TGF-βにつ
いては特異抗体を用いた ELISA 法で TGF-β
1,2 および 3 のサブタイプ存在を確認した。
BMP に関しても ELISA 法を試みたが、今のと
ころ明確な結果は得られていない。 

 

(2) 歯根膜中の活性物質 

エナメルタンパク質と同様に歯根膜中の
生理活性物質について検討した。培養細胞を
用いた検索で、TGF-βの活性は認められたが、
エナメルタンパク質中の活性よりはるかに
弱かった。ELISA 法では TGF-β1 存在が確認
された。BMP 活性は検出できなかった。 
 
(3)ヒト歯根膜由来細胞の不死化 

              歯根膜由来の幹細胞の分化機構を研究す
るため、幹細胞にウイルス遺伝子を挿入し細
胞を不死化して、TGF-βおよび BMP に反応す
る安定したクローンを選択することができ
た。 

              

(4) ラット歯根膜細胞の分化 

              抜歯したラットの臼歯歯根表面から酵素
消化で順次細胞を分離し６グループに分け
培養し遺伝子発現を調べた（図中の番号１〜
６）。その結果、歯根膜中央部から歯の表面
に向かって、歯根膜の分化マーカーの一つで
ある PLP(Periodontal Ligament-associated 
Protein 1)や硬組織の分化マーカーの
0PN(Osteopontin)遺伝子が徐々に増加する
ことが明らかとなった。このことは未分化な
幹細胞が歯根膜細胞やセメント芽細胞に
徐々に分化していることを示唆していると



思われる。 

 
(5) マウス歯胚器官培養系の確立 
歯周組織は骨、歯根膜およびセメント質か

らなる複雑な組織で、通常の細胞培養系での
研究には限界がある。また動物を使用する移
植実験では、さまざまな活性物質の投与や結
果の解析も難しい。そこで、それらの問題を
解決するために、歯胚の器官培養系の確立を
試みた。歯冠部の形成がはじまった胎生 16.5
日のマウス歯胚を培養し、長期培養（10週以
上）の結果、歯根形成に成功した（図、ソフ
トＸ線写真：中央に歯根の形成された２個の
歯胚が認められる）。組織標本では歯周組織
の形成も認められる。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
今後、歯根形成時における、これらの活性

物質の効果を検討する予定である。 
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