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骨組織上に播種した歯髄幹細胞は歯根膜関連遺伝子を発現する

―接触する基質の硬さが細胞分化に及ぼす影響―
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抄録
　目的：重篤な歯周炎や外傷などのケースにおいては，歯槽骨を含め歯の支持組織である歯根膜組織の破壊が
進む．ゆえに，歯根膜組織再生を誘導することができる細胞移植を用いた新規歯周組織再生療法の開発が望ま
れている．歯髄組織には歯髄幹細胞が豊富に含まれており，再生医療の現場では重要な細胞源として注目され
ている．近年，間葉系幹細胞は接する基質の硬さにより分化の運命が方向づけられるとの報告がされている．
そこで本研究では，歯根膜スペースへ移植した歯髄細胞が，接する基質の硬さを触知して歯根膜様細胞分化を
遂げる能力を有する可能性を考え，歯周組織を再生させる細胞源としての有用性について検討することとした．
　材料と方法：ヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜細胞は，全身疾患を有さない抜歯目的の患者より抜去した歯か
ら単離し，またヒト歯髄幹細胞およびヒト歯根膜幹細胞は，それぞれヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜細胞から
single colony selectionにより単離して用いた．各種遺伝子発現を，定量的 RT‒PCR法を用いて検討した．骨
芽細胞・脂肪細胞および軟骨細胞誘導実験は，alizarin red S染色，oil red O染色および alcian blue染色によっ
て評価した．細胞表面抗原の発現を，フローサイトメーターを用いて測定した．健全なブタ下顎骨から縦 10 
mm×横 10 mm×高さ 3 mmに整形したブタ顎骨スライスを採取し，実験に用いた．ラット GFP発現歯髄細胞
の歯根膜組織へのホーミングについて，ラット第一臼歯の意図的再植時に，抜歯窩へ細胞移植を行い，免疫組
織化学的染色法を用いて解析した．
　成績：ヒト歯髄細胞とヒト歯根膜細胞における歯根膜関連因子の遺伝子発現を比較した結果，ヒト歯根膜細
胞において有意な高発現を認めた．ヒト歯髄幹細胞およびヒト歯根膜幹細胞は，多分化能を示し幹細胞マー
カーを高発現していた．また，ヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜細胞と同様に，ヒト歯髄幹細胞と比較してヒト
歯根膜幹細胞は歯根膜関連遺伝子の高発現を認めた．ブタ顎骨スライス上でヒト歯髄幹細胞を培養した結果，
歯根膜関連遺伝子発現は，培養ディッシュ上で培養した歯髄幹細胞と比較して有意に上昇しており，その発現
量はヒト歯根膜幹細胞と同等であった．加えて，抜歯窩に移植したラット GFP発現歯髄細胞は，再植歯周囲の
歯根膜組織内に多く生着していることが認められた．
　結論：ヒト歯髄幹細胞を骨基質上で培養すると歯根膜関連遺伝子発現が上昇し，歯根膜組織を再生させる細
胞源として有用である可能性が示唆された．
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緒　　言

　歯根膜組織はセメント質と歯槽骨の間に介在する線維
性結合組織であり，歯を支持するだけでなく，感覚受容
や周囲組織への栄養供給などにおいても重要な役割を果
たしている1,2）．歯を喪失する主な要因として挙げられ
る，歯の破折や歯周炎が重症化したケースにおいては，
歯根膜組織をはじめ歯槽骨およびセメント質を含めた歯
周組織が破壊されるため3），enamel matrix derivative4,5）

や basic fibroblast growth factor6,7）などを用いたいくつ
かの歯周組織再生法が確立されている．しかしながら，
ひとたび喪失した歯根膜組織を効率よく再生することは
困難を極めるため，それを企図した歯根膜細胞や種々の
成長因子を用いた研究が行われているが，現在にいたる
まで有効な歯根膜再生療法は確立されていない．近年，
ヒト歯根膜組織は多分化能を有する幹細胞集団を有して
おり，それら歯根膜幹細胞が歯根膜組織再構成に有用で
あることが報告された8）．われわれの研究グループにお
いても，ヒト歯根膜細胞に simian virus40 T‒antigen
（SV40T‒ag）と human telomerase reverse transcrip-
tase（hTERT）を遺伝子導入させることにより，世界で
初めてヒト不死化歯根膜細胞株の樹立に成功した9）．さ
らに，ヒト不死化歯根膜細胞株を免疫不全マウスへ移植
した結果，歯根膜様構造物を形成することを報告してい
る10）．しかしながら，歯根膜幹細胞は抜去した歯の歯根
表面の歯根膜組織から採取しなければならず，十分量の
細胞数を獲得できないケースが多い．
　歯髄幹細胞は，脱落乳歯や智歯などの歯髄組織から比
較的簡便に単離することができ，十分量の細胞数を獲得
できる方法がすでに確立されている11）．また高い自己複
製能をもち，骨芽細胞，脂肪細胞，軟骨細胞および神経
細胞に分化することができると報告されている12,13）．さ
らに歯髄幹細胞は，不要となった脱落歯や抜去歯から歯
髄組織採取後に単離するため，細胞源としてほかの組織
から間葉系幹細胞を採取するより低侵襲であることか
ら，現在，歯科領域のみならず再生医療研究全域におい
て有用な細胞源として注目されている．
　従来，組織再生には，幹細胞・足場材および増殖因子
の 3要素が不可欠とされているが14），近年 Englerらは，
間葉系幹細胞を軟らかい（0.1～1 kPa）基質上で培養し
た場合は神経細胞へ，硬い（25～40 kPa）基質上で培養
した場合は骨芽細胞へ，そしてその中間の硬さ（8～17 
kPa）の基質上で培養した場合は筋芽細胞へと分化する
ことを報告し，間葉系幹細胞が接している細胞外基質の
硬さを感知して細胞分化の方向を決定することが明らか
となった15）．このことから，歯髄幹細胞を歯根膜組織の

位置する歯根と歯槽骨の間に移植すると，歯髄幹細胞が
両者の基質の硬さの違いを感知して，歯髄幹細胞の歯根
膜細胞様細胞分化が誘導され，歯根膜組織形成を誘導す
ることができるのではないかと仮説を立てた．そこで本
研究では，骨基質上での細胞培養がヒト歯髄幹細胞の歯
根膜様細胞分化に及ぼす影響について解析するととも
に，ラットを用いた歯の意図的再植モデルを作製し，抜
歯窩に移植した歯髄細胞が宿主の歯根膜組織内に生着す
るか検討することとした．

材料および方法

 1 ．ヒト歯髄細胞，ヒト歯根膜細胞，ヒト歯髄幹細胞
クローン，ヒト歯根膜幹細胞クローンの単離

　ヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜細胞は，抜歯を目的と
して九州大学大学院口腔外科を受診した 3名の患者
（3Q：21歳女性，3R：24歳男性，3T：20歳女性）の第
三大臼歯および第二小臼歯から，また，ヒト歯髄幹細胞
およびヒト歯根膜幹細胞は 1名の患者（4A：22歳女性）
から同意を得た後，第一小臼歯を抜歯し，これまでの報
告を参考にした方法で単離した16,17）．細胞は，37℃，5％ 
CO2，湿度 100％条件下で，50μg/mlストレプトマイシ
ンならびに 50 U/mlペニシリン（Gibco‒BRL，USA）含
有の alpha‒minimum essential medium（α‒MEM，
Gibco‒BRL）に 10％ウシ胎児血清（FBS，Gibco‒BRL）
を添加した培地 10％ FBS/α‒MEM（CM，control 
medium）で培養した．ヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜
細胞は，4～6継代培養したものを本実験に用いた．ヒト
歯髄幹細胞およびヒト歯根膜幹細胞は，同様の条件下で
培養した細胞クローン（ヒト歯髄幹細胞クローン：DPSC 
4A‒4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9，ヒト歯根膜幹細胞ク
ローン：PDLSC 4A‒1，PDLSC 4A‒2，PDLSC 4A‒4）を
本実験に用いた．すべての実験は，九州大学大学院歯学
研究院生命倫理委員会の承認の下（承認番号 20A‒3）で
行った．

 2 ．定量的Reverse transcription polymerase chain 
reaction（RT⊖PCR）法

　Total RNAは，TRI Reagent（コスモバイオ）を用い
て回収した．Total RNAにEXScript RT Reagent kit（タ
カラバイオ）の反応液（5×PrimeScript Buffer，Prime-
Script RT Enzyme Mix 1，Oligo DT Primerおよび
Random 6 mers）を添加し，37℃ 15分，次いで 85℃ 5
秒間加熱し逆転写反応を行い，First‒strand cDNAを合
成した．First‒strand cDNAに SYBR Green II（タカラ
バイオ）含有の反応液を加え，Thermal Cycler Dice Real 
Time System（タカラバイオ）を用いて解析した．95℃
で 10秒間加熱した後，95℃ 5秒，60℃ 30秒のサイクル
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でDNAの増幅を 40サイクル行った．内部標準遺伝子で
ある human beta‒actin（β‒actin）をコントロールとし，
delta‒delta Ct（ΔΔCt）値にて目的遺伝子の発現量解析を
行った．プライマー配列としては，Periostin（POSTN）；
sense，CACAACCTGGAGACTGGACA and antisense，
TGCTTCCTTGTGTGGTCTTT，Collagen Type 1
（Col‒1）；sense，CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC 
and ant i sense，TCCACATGCTTTATTCCAG-
CAATC，alpha smooth muscle actin（α‒SMA）；sense，
GACAATGGCTCTGGGCTCTGTAA and antisense，
CTGTGCTTCGTCACCCACGTA，β‒actin；sense，
ATTGCCGACAGGATGCAGA and antisense，GAG-
TACTTGCGCTCAGGAGGAを用いた．

 3 ．各種分化実験（骨芽細胞誘導，脂肪細胞誘導，軟
骨細胞誘導）

　各種分化誘導実験は過去の報告を参考に行った18）．骨
芽細胞誘導は，各細胞クローンを 24ウェル細胞培養プ
レート（2×104細胞/ウェル，Becton Dickinson Lab-
ware，USA）に播種し，2 mmol/l β‒glycerophosphate
（Sigma‒Aldrich，USA），50μg/ml ascorbic acid（ナカ
ライテスク）および 0.1 mol/l dexamethasone（Merck 
Millipore，Germany）を 10％ FBS/α‒MEMに添加した
培地（骨芽細胞誘導培地）にて培養した．2日ごとに培
地を半量交換し，3週間培養後 alizarin red S（Sigma‒
Aldrich）染色を行った．
　脂肪細胞誘導は，各細胞クローンを48ウェル細胞培養
プレート（1×104細胞/ウェル，Becton Dickinson Lab-
ware）に播種し，0.5 mmol/l methylisobutylmethylxan-
thine（Sigma‒Aldrich），0.5μmol/l hydrocortisone
（Sigma‒Aldrich），60μmol/l indomethacin（Sigma‒
Aldrich）および 100μmol/l ascorbic acid（ナカライテス
ク）を 10％ FBS/α‒MEMに添加した培地（脂肪細胞誘
導培地）にて培養した．2日ごとに培地を半量交換し，4
週間培養後 oil red O（Sigma‒Aldrich）染色を行った．
　軟骨細胞誘導は，各細胞クローン（2.5×105細胞/15 ml
遠沈管）を遠心分離（150×g/5 min）して生じた細胞塊
を，10 ng/mlの TGF‒β3（R & D Systems，USA）を添
加した軟骨細胞誘導培地（Lonza Group, Switzerland）に
て培養した．2日ごとに培地を半量交換し，4週間培養
後，4％ paraformaldehyde（PFA，Merck Millipore）を
用いて細胞を固定し，パラフィン包埋を行った．5μmの
薄切切片を作製し，alcian blue（Sigma‒Aldrich）染色を
行った．

 4 ．フローサイトメトリー分析法
　細胞表面抗原の発現は過去の報告に準じて18），フロー
サイトメーター（EC800 Cell Analyzer，ソニー）および
測定ソフト（Eclipse software，ソニー）を用いて行っ

た．各細胞クローンを，0.05％ Trypsinおよび 0.02％ 
EDTA含有の PBSを用いて剝離し，単一の浮遊細胞に
して flow cytometry staining buffer（FCSB，R & D 
Systems）を用いて洗浄した．その後，細胞（5×105/
チューブ）を各種間葉系幹細胞マーカーに特異的な抗体
（10 ng/ml）あるいはアイソタイプコントロール抗体（10 
ng/ml）とともに，氷上で 1時間培養した．抗体には，
PE標識マウス抗 CD73 IgG1抗体（eBioscience，USA），
PE標識マウス抗 CD90 IgG1抗体（iCyt，USA），PE標
識マウス抗 CD105 IgG1抗体（eBioscience），PE標識マ
ウス抗CD146 IgG2抗体（iCyt），PE標識マウス抗CD166 
IgG1抗体（BD Bioscience，USA）および PE標識マウ
ス IgG1アイソタイプコントロール（eBioscience）を用
いた．FCSBにて洗浄した後，EC800 cell analyzerにて
解析を行った．

 5 ．ブタ顎骨スライス上での歯髄幹細胞の培養
　冷凍保存した健全なブタ下顎骨の歯槽骨を，ダイヤモ
ンドブレード（マルトー）を装着した試料切断機（マル
トー）を用いて，縦 10 mm×横 10 mm×厚さ 3 mmに整
形し，顎骨スライスを作製した．作製した顎骨スライス
は，70％エタノールで 12時間，PBSで 1時間，17％ 
EDTA（pH 7.4）で 10分，滅菌蒸留水で 15分処理した
ものを実験に使用した．24ウェル細胞培養プレート
（Becton Dickinson Labware）を用いて歯髄幹細胞（2×
104細胞）を顎骨スライス海綿骨上に播種し，10％ FBS/
α‒MEMにて 2週間培養した後，Total RNAを回収し
た．なお比較対照群として，顎骨スライスを用いずに培
養した歯髄幹細胞および歯根膜幹細胞（4A‒4）を用いた．

 6 ．抜歯窩に移植したGFP発現歯髄細胞のホーミング
　全身の組織細胞において，CAGプロモーターにより
EGFPを発現する 4週齢の雄性 Sprague‒Dawley（SD）‒
Tg（CAG‒EGFP）ラット（日本エスエルシー）の下顎
切歯から歯髄組織を採取し，これまでの報告を参考に
ラット GFP発現歯髄細胞を単離した12）．4週齢の雄性
SDラット（九動）4匹の腹腔内に 2 mg/kg midazolam
（サンド），0.15 mg/kg medetomidine hydrochloride（共
立製薬）および 2.5 mg/kg butorphanol tartrate（Meiji 
Seikaファルマ）を混合させた麻酔薬（三種混合麻酔薬）
を投与し，上顎右側第一臼歯を抜歯した．抜歯した歯の
歯根膜組織は，No.　15メス（貝印）を用いて可及的に除
去した．GFP発現歯髄細胞（2.5×105）をコラーゲンゲ
ル（Cellmatrix，新田ゼラチン）を担体として抜歯窩に
移植後，第一臼歯をすみやかに再植した．4週間飼育後，
4％ PFA（Merck Millipore）にて灌流固定し，上顎骨を
摘出した．摘出した試料は 10％ EDTA（富士フイルム
和光純薬）で 4週間の脱灰後，パラフィン包埋を行い，
5μmの薄切切片を作製した．非特異的に反応するタン
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パクを 2％のウシ血清アルブミン（BSA，ナカライテス
ク）で 1時間ブロッキングした後，一次抗体としてウサ
ギ抗 GFP抗体（1：50，Santa Cruz Biotechnology，USA）
を用い，二次抗体としてビオチン標識ウサギ抗 IgG抗体
（ニチレイバイオサイエンス）と 1時間反応させ，DAB
試薬（ニチレイバイオサイエンス）を用いて染色を行っ
た．すべての実験は九州大学大学院歯学研究院生命倫理
委員会（承認番号 30‒51）および九州大学動物実験委員
会の承認の下（承認番号 A‒30‒226‒0）で行った．

 7 ．統計学的解析
　ヒト歯髄細胞とヒト歯根膜細胞における歯根膜関連遺
伝子発現量に対して，Student’s t検定による統計処理を
行った．ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト歯根膜幹細
胞クローンの歯根膜関連遺伝子発現量については，二元
配置分散分析法を用いて統計処理を実施した．有意水準
5％未満で統計学的有意差ありとした．

結　　果

 1 ．ヒト歯髄細胞およびヒト歯根膜細胞における歯根
膜関連因子の遺伝子発現比較

　ヒト歯髄細胞とヒト歯根膜細胞における歯根膜関連遺
伝子発現を比較検討するために，定量的 RT‒PCR法を
行った．その結果，ヒト歯髄細胞（DP‒3Q，DP‒3R，
DP‒3T）における POSTN，Col‒1およびα‒SMAの遺
伝子発現量は，同じ提供者由来のヒト歯根膜細胞（PDL‒
3Q，PDL‒3R，PDL‒3T）と比較してそれぞれ有意に低
値を示した（Fig.　1）．

 2 ．ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト歯根膜幹細胞
クローンの分化能，細胞表面抗原の発現および歯
根膜関連遺伝子発現の解析

 1 ）ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト歯根膜幹細胞
クローンの多分化能の解析

　同一提供者由来のヒト歯髄組織ならびにヒト歯根膜組
織から single colony selectionにより単離したヒト歯髄
幹細胞クローン（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，および
DPSC 4A‒9），またヒト歯根膜幹細胞クローン（PDLSC 
4A‒1，PDLSC 4A‒2，および PDLSC 4A‒4）の多分化能
を検討するため，骨芽細胞・脂肪細胞ならびに軟骨細胞
への分化誘導実験を行った．ヒト歯髄幹細胞クローン
（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9）およびヒト歯
根膜幹細胞クローン（PDLSC 4A‒1，PDLSC 4A‒2，
PDLSC 4A‒4）を骨芽細胞誘導培地にて 3週間培養した
結果，すべてのクローンにおいてalizarin red S染色陽性
の沈着物を形成した（Fig.　2A）．また，脂肪細胞誘導培
地にて 4週間培養した結果，ヒト歯髄幹細胞クローン
（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9）およびヒト歯

根膜幹細胞クローン（PDLSC 4A‒1，PDLSC 4A‒2，
PDLSC 4A‒4）すべてにおいて oil red O染色陽性の脂肪
滴を形成した（Fig.　2B）．さらに軟骨細胞誘導培地にて 4
週間培養した結果，すべてのクローンにおいて alcian 
blue染色陽性の軟骨様基質を形成した（Fig.　2C）．
 2 ）ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト歯根膜幹細胞

クローンにおける細胞表面抗原の発現解析
　ヒト歯髄幹細胞クローン（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，
DPSC 4A‒9）およびヒト歯根膜幹細胞クローン（PDLSC 
4A‒1，PDLSC 4A‒2，PDLSC 4A‒4）における間葉系幹
細胞マーカーの発現を検討するため，フローサイトメト
リー分析を行った．すべての細胞クローンにおいて，間
葉系幹細胞マーカーとして知られている CD73，CD90，
CD105，CD146，および CD166発現細胞が非常に高い割
合で検出された（Fig.　2D）．

Fig.　1　 The expression of PDL‒related genes 
in human dental pulp（DP）cells（DP‒
3Q, DP‒3R, DP‒3T）and human peri-
odontal ligament（PDL）cells（PDL‒3Q, 
PDL‒3R, PDL‒3T）

　（A‒C）Quantitative RT‒PCR was performed 
to analyze the mRNA expression of PDL‒
related genes POSTN（A）, Col‒1（B）and α‒
SMA（C）in DP and PDL cells. All values are 
means±SD（error bars）of triplicate assays. 
＊＊：p＜0.01.
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Fig.　2　The characterization of dental pulp stem cell（DPSC）and periodontal ligament stem cell（PDLSC）clones
　（A）alizarin red S staining of DPSC clones（DPSC 4A‒4, DPSC 4A‒7, DPSC 4A‒9）and PDLSC clones（PDLSC 4A‒1, PDLSC 
4A‒2, PDLSC 4A‒4）cultured under osteogenic inductive conditions in 24‒well plates for 4 weeks. （B）oil red O staining of 
DPSC clones（DPSC 4A‒4, DPSC 4A‒7, DPSC 4A‒9）and PDLSC clones（PDLSC 4A‒1, PDLSC 4A‒2, PDLSC 4A‒4）cultured 
under adipogenic inductive conditions in 48‒well plates for 4 weeks. Bars＝200μm. （C）alcian blue staining of DPSC clones
（DPSC 4A‒4, DPSC 4A‒7, DPSC 4A‒9）and PDLSC clones（PDLSC 4A‒1, PDLSC 4A‒2, PDLSC 4A‒4）cultured under chon-
drogenic inductive conditions in 15 ml polypropylene tubes for 4 weeks. Bars＝200μm. （D）The expression of cell surface 
antigens（CD73, CD90, CD105, CD146, and CD166）in DPSC clones（DPSC 4A‒4, DPSC 4A‒7, DPSC 4A‒9）and PDLSC clones
（PDLSC 4A‒1, PDLSC 4A‒2, PDLSC 4A‒4）was analyzed by flow cytometer. （E‒G）Quantitative RT‒PCR was performed to 
analyze the mRNA expression of PDL‒related genes POSTN（E）, Col‒1（F）and α‒SMA（G）in DPSC clones（DPSC 4A‒4, 
DPSC 4A‒7, DPSC 4A‒9）and PDLSC clones（PDLSC 4A‒1, PDLSC 4A‒2, PDLSC 4A‒4）. All values are means±SD（error 
bars）of triplicate assays. ＊＊：p＜0.01.
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 3 ）ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト歯根膜幹細胞
クローンにおける歯根膜関連遺伝子発現の検討

　ヒト歯髄幹細胞クローン（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，
DPSC 4A‒9）とヒト歯根膜幹細胞クローン（PDLSC 4A‒
1，PDLSC 4A‒2，PDLSC 4A‒4）における歯根膜関連遺
伝子発現を比較検討するために，定量的 RT‒PCR法を
行った．その結果，ヒト歯髄幹細胞クローン（DPSC 4A‒
4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9）における POSTN，Col‒
1およびα‒SMAの遺伝子発現量は，ヒト歯根膜幹細胞
クローン（PDLSC 4A‒1，PDLSC 4A‒2，PDLSC 4A‒4）
と比較して有意に低値を示した（Fig.　2E～G）．
　以上の結果より，ヒト歯髄幹細胞クローンおよびヒト
歯根膜幹細胞クローンは多分化能を有し，間葉系幹細胞
マーカーを発現することから，幹細胞様の特徴を有して
いることが確認された．また，それぞれヒト歯髄細胞お
よびヒト歯根膜細胞と同様の歯根膜関連遺伝子発現パ
ターンを示すことが明らかとなった．

 3 ．骨基質上に播種した歯髄幹細胞クローンにおける
歯根膜関連遺伝子発現の解析

　骨基質上に播種することがヒト歯髄幹細胞クローンに
おける歯根膜関連遺伝子発現に及ぼす影響について検討
するため，ブタ顎骨スライス上でヒト歯髄幹細胞クロー
ン（DPSC 4A‒4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9）を培養後
Total RNAを回収し，定量的 RT‒PCR法を行った．骨
組織上に播種したヒト歯髄幹細胞クローン（DPSC 4A‒
4，DPSC 4A‒7，DPSC 4A‒9）は，培養ディッシュ上に
播種した歯髄幹細胞クローンと比較して POSTN，Col‒
1およびα‒SMAの遺伝子発現量が有意に多かった（Fig.　
3）．また，それらの遺伝子発現量は，ヒト歯根膜幹細胞
クローン（PDLSC 4A‒4）における発現量と同等であっ
た．

 4 ．歯の再植時に抜歯窩へ移植したラット GFP発現
歯髄細胞の生着

　損傷した歯根膜組織を再構築するための移植細胞源と
して，歯髄細胞の有用性を検討するために，ラットを用
いた歯の再植実験モデルの抜歯窩に再植歯とともにラッ
トGFP発現歯髄細胞を移植し，免疫組織化学的染色法に
より，歯根膜組織への生着について検討した．その結果，
細胞移植後 4週の時点で歯は脱落しておらず（Fig.　4A），
再植歯周囲歯根膜組織内に移植した GFP陽性歯髄細胞
が多く生着していることが認められた（Fig.　4C～E）．一
次抗体を用いていない陰性コントロール群においては，
陽性反応が認められなかった（Fig.　4B）．

考　　察

　組織幹細胞は，1963年に Beckerらが骨髄から造血幹

細胞を発見して以来19），さまざまな種類の組織幹細胞の
存在についての報告がされている．なかでも間葉系幹細
胞は骨，筋肉，脂肪そして血液など全身のさまざまな組
織から採取することができ，自己複製能ならびに多分化
能を有していることから，細胞を用いた組織工学ならび
に組織再生の分野における細胞源として広く研究が行わ
れている20）．しかしながら組織幹細胞の細胞増殖能は限
られており，臨床応用する場合には毎回の細胞採取と品
質評価が求められるのが課題とされている．1981年には
マウス胚盤胞の内部細胞塊細胞から胚性幹（ES）細胞の
樹立が報告され21），1998年にはヒト胚盤胞からの ES細
胞の樹立が報告された22）．ヒト ES細胞は，多分化能に
加えて無制限の細胞増殖能を有している一方で，ヒトの
受精卵から細胞株を作るという点から生命倫理面に大き
な問題を抱えている．また，ES細胞から分化させた細胞
を移植する際には免疫拒絶反応に対する対策も余儀なく

Fig.　3　 The expression of PDL‒related genes 
in DPSC clones cultured on bone slices

　（A‒C）Quantitative RT‒PCR was performed 
to analyze the mRNA expression of PDL‒
related genes POSTN（A）, Col‒1（B）and α‒
SMA（C）in DPSC cultured on bone slices for 2 
weeks. DPSC clones cultured on plastic dishes 
and PDLSC clone were used as control. All val-
ues are means±SD（error bars）of triplicate 
assays. ＊＊：p＜0.01.



3492018年 12月 骨組織上に播種した歯髄幹細胞は歯根膜関連遺伝子を発現する

され，現在再生医療への応用にはいたっていない．ゆえ
に，これらの問題点を克服することのできる多能性幹細
胞の開発を企図した多くの研究が行われ，2007年にはヒ
トの皮膚線維芽細胞にレトロウイルスベクターを用いて
4つの遺伝子を導入し，分化細胞を再プログラム化させ
た人工多能性幹細胞（iPS細胞）の樹立が世界で初めて
報告された23）．ヒト iPS細胞は，ES細胞と同様に三胚葉
系すべてへ分化することができる一方で，胚盤胞を使用
せず患者自身の細胞から樹立することができ，ES細胞
の抱える問題点を克服していることから，現在幹細胞研
究の分野において大きな注目を浴びている．しかし，移
植した iPS細胞塊の癌化やテラトーマ（奇形腫）形成と
いった課題が多くあることから，最適な初期化因子の探
索，遺伝子導入方法および分化誘導方法など，多能性幹
細胞移植治療の実現に向けて国内外で研究が進められて
いる．ゆえに，現在の臨床応用の主役は間葉系幹細胞を
はじめとする組織幹細胞である．口腔領域においては近
年，歯根膜幹細胞移植による歯周組織再生を企図した数
多くの研究が進められている．われわれも歯根膜幹細胞
を用いた歯周組織再生療法の確立を目的として，ヒト不
死化歯根膜細胞株クローンの解析を進め，歯根膜幹細胞

が歯根膜様組織再生能を有していることを報告してい
る10,24）．しかしながら歯根膜幹細胞は，健常歯根膜組織
から十分量採取することが難しく，歯周組織再生の細胞
源として用いることが困難であるケースも多い．一方，
間葉系幹細胞の一つである歯髄幹細胞は，歯根膜幹細胞
と比較して低侵襲で確実に単離することができる．ま
た，現在では歯髄細胞バンクの事業化も進み，失った組
織を再生させるための細胞源として歯髄幹細胞の有用性
が注目されている．そこで本研究では，歯髄幹細胞に着
目し，歯周組織再生における細胞源としての有用性につ
いて検討することとした．Col‒1，POSTN，α‒SMAは
歯根膜組織に存在する細胞外基質タンパクとして知られ
ており，歯根膜組織および歯根膜細胞に高く発現すると
報告されている25‒27）．これまでに Col‒1は歯根膜組織の
線維構造の主を成し25），POSTNはコラーゲン線維形成
を調節すること26），そしてα‒SMAを発現する歯根膜線
維芽細胞は歯根膜の恒常性維持に働くことなどが明らか
となっている27）．本研究においても，ヒト歯根膜細胞に
おける Col‒1，POSTN，α‒SMAの遺伝子がヒト歯髄細
胞と比較して高く発現していることが認められ，歯根膜
細胞関連因子として有用であることが確認された．本研

Fig.　4　 Immunostaining of transplanted rat GFP‒expressing DP cells in PDL tissue in tooth replantation model
　（A‒E）Immunohistochemical staining for GFP in upper first molar 4 weeks after tooth replantation. GFP 
expression was detected around tooth（A）while no expression was observed in B（control IgG：negative con-
trol）. （C‒E）Higher magnification of boxed area in A.
　arrow：rat GFP‒expressing DP cells, AB：alveolar bone, DP：dental pulp, PDL：periodontal ligament, R：
root, Bars＝100μm.
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究でヒト歯髄組織ならびにヒト歯根膜組織から single 
colony selectionにより単離した細胞クローンは，それぞ
れがヒト歯髄細胞もしくはヒト歯根膜細胞としての表現
型を保持している一方で，多分化能を有し，さらに間葉
系幹細胞マーカーの高発現を示したことから，間葉系幹
細胞を用いた組織再生療法の細胞源として有用である可
能性が示唆された．
　失われた組織を再構築するためには，多分化能を有し
た幹細胞と，その幹細胞を標的組織由来の細胞へと分化
誘導させるシグナル因子，そしてそれらを欠損部位へと
移植する際の足場材が必要であると考えられている14）．
これまでにさまざまなシグナル因子を用いた組織再生に
関する研究が行われており，Growth and Differentiation 
Factors（GDFs）は，ラットの背面皮下移植モデルにお
いて移植した担体周囲に腱様構造物を形成することが報
告されている28）．また，Basic Fibroblast Growth Factor
（bFGF/FGF‒2）をビーグル犬の下顎 2級分岐部病変に
投与した結果，歯根膜組織と新生セメント質を伴った歯
槽骨の回復が認められ，歯周組織再生を促進する因子と
しての有用性が示されている29）．しかし，創傷治癒過程
は止血，炎症，細胞増殖そして組織修復の 4段階に分類
され30），各過程においてさまざまな成長因子が影響を及
ぼす31）ことが報告されていることから，単一の因子に
よって完全な組織修復を促すことは難しいと考えられる．
　重度の歯周炎や，外傷に伴って生じた歯の破折により
歯根膜組織が広範囲に損傷を受けた際に，効果的に歯周
組織を再生することができる治療法は確立されていな
い．本研究は，外傷や歯の破折の症例を想定し，意図的
再植法に準じた歯の再植時に細胞移植を行うことによ
り，歯の保存を図るとともに損傷した歯根膜組織が再生
可能な新規歯周組織再生療法の開発を企図したものであ
る．われわれは，重度の歯周炎や外傷により歯根膜組織
が喪失した症例において，歯根膜スペースとなる歯根と
歯槽骨の間に歯髄幹細胞を移植した際に，歯髄幹細胞が
両者の基質の硬さを感知して歯髄細胞以外の細胞系統へ
分化を遂げるのではないかと仮説を立てた．本研究で
は，歯周組織環境を in vitro培養系で二次元的に再現す
るために，ブタの歯槽骨から顎骨スライスを作製し，顎
骨スライス上で培養したヒト歯髄幹細胞における歯根膜
関連遺伝子発現を検討した．その結果，顎骨スライス上
で培養したヒト歯髄幹細胞における歯根膜関連遺伝子発
現は，培養ディッシュ上で培養したコントロール群と比
較して有意に上昇しており，その遺伝子発現量はヒト歯
根膜幹細胞と比較して同等であった．以上の結果より，
ヒト歯髄幹細胞を顎骨スライス上で培養すると，歯根膜
関連遺伝子発現が上昇し，ヒト歯髄幹細胞の歯根膜細胞
様細胞分化が促進されることが示唆された．しかしなが

ら，Englerらは硬い基質上で間葉系幹細胞を培養した結
果，骨芽細胞様細胞分化が促進すると報告している15）．
本研究においても，顎骨スライス上で培養したヒト歯髄
幹細胞において bone sialoprotein，osterixおよび osteo-
pontinなどの骨関連遺伝子発現が上昇していることを確
認した．幹細胞分化は細胞外基質に加えさまざまな成長
因子によっても影響を受けることが報告されており32），
歯槽骨表面に存在する線維芽細胞分化を促進させる成長
因子などの存在や，ヒト歯髄幹細胞と歯根象牙質面との
相互作用については明らかとなっていないため，さらな
る詳細な検討が必要なものと考えられる．次に，歯髄細
胞の移植細胞源としての有用性を検討するために，ラッ
ト上顎第一臼歯の意図的再植時にラット GFP発現歯髄
細胞を抜歯窩へ移植した．その結果，再植後 4週の時点
で歯の周囲歯根膜組織内にGFP発現歯髄細胞が存在し，
組織内に生着していることが確認された．これらの結果
から，損傷した歯根膜組織を再生させるために細胞移植
を応用した歯の意図的再植法を用いる場合，歯根膜組織
と由来組織の異なる歯髄幹細胞を用いることができる可
能性が示唆された．しかしながら，移植したGFP陽性歯
髄細胞が歯根膜細胞として機能しているのか，あるいは
周囲の歯根膜細胞や歯根膜幹細胞にパラクライン的に作
用して歯根膜組織の再構成に関与しているかは本研究で
は明らかとなっていないため，今後さらなる解析が必要
である．また，移植細胞源となる歯髄細胞あるいは歯髄
幹細胞は，患者自身の智歯や矯正治療に伴い便宜的に抜
去した歯から採取し，細胞バンクに保存することにより
自家移植が可能となる．今後は，同一個体から樹立した
ラット歯髄細胞あるいは歯髄幹細胞を用いて，同様に検
討する予定である．
　本研究の結果より，ヒト歯髄幹細胞は接する基質によ
り分化の方向付けが変わり，ヒト歯髄幹細胞を骨基質上
で培養すると歯根膜様細胞分化が促進することが示唆さ
れた．また，歯の意図的再植時に歯髄幹細胞を抜歯窩に
移植すると，歯根膜組織の創傷治癒が促進する可能性が
示唆された．

結　　論

　ヒト歯髄幹細胞を骨基質上で培養すると歯根膜様細胞
分化が促進する．また，歯髄細胞は意図的再植時の移植
細胞源として有用である．

　本研究は JSPS科研費 JP17K17136の助成を受けたものであ
る．

　本論文に関して，開示すべき利益相反状態はない．
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Abstract
　Purpose: In severe cases of periodontitis or dental trauma, periodontal tissues including alveolar bone and 
periodontal ligament（PDL）are destroyed, and so novel therapy by cell implantation to reconstruct the dam-
aged periodontal tissue is strongly required. Human dental pulp（DP）tissue, which has an abundant popula-
tion of DP stem cells（DPSC）, is believed to be a promising source of cells for regenerative medicine in vari-
ous medical fields. Recently, matrix elasticity has been shown to regulate the differential fate of stem cells. 
Therefore, in the present study, we investigated whether DPSCs could convert to PDL-like cells by perceiv-
ing matrix elasticity, and possess the potential to regenerate periodontal tissues.
　Method: Primary human DP cells, PDL cells, DPSCs and PDL stem cells（PDLSCs）were isolated from 
healthy patients. Gene expression was analyzed by quantitative RT-PCR. Osteogenic, adipogenic and chon-
drogenic induction assays were examined by alizarin red S staining, oil red O staining and alcian blue stain-
ing, respectively. Expression of cell surface markers was analyzed using a flow cytometer. Bone slices（depth 
10 mm×width 10 mm×height 3 mm）were created from mandibular bone of healthy swine. Rat GFP-
expressing DP cells were transplanted in the tooth socket of a rat tooth replantation model, and homing of 
transplanted DP cells in PDL tissue was investigated by immunohistochemical staining.
　Results: Primary PDL cells showed higher expression levels of PDL-related markers such as Periostin, 
Col-1, and α-SMA than those of primary DP cells by quantitative RT-PCR. DPSCs and PDLSCs showed plu-
ripotency, and also expressed mesenchymal stem cell markers, such as CD73, CD90, CD105, CD146, and 
CD166 similarly to PDLSCs examined by flow cytometric analysis. PDLSCs also highly expressed Periostin, 
Col-1, and α-SMA compared to DPSCs by quantitative RT-PCR. DPSCs cultured on bone slices for 2 weeks 
enhanced gene expression of Periostin, Col-1, and α-SMA at similar levels to PDLSCs. In addition, trans-
planted rat GFP-positive DP cells were detected in PDL tissue around the replanted tooth in the rat tooth 
replantation model.
　Conclusion: DPSCs cultured on bone tissue increased the expression of PDL-related genes, suggesting that 
DPSCs might be a useful source of cells for PDL tissue regeneration.

Key words: dental pulp stem cell, regeneration of periodontal ligament, extracellular matrix


