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抄録：骨髄由来細胞の歯周組織への移動と同部構成細胞への分化について、GFPトランスジェニック
マウスを用い検討した。GFP陽性の骨髄由来細胞の動態については蛍光免疫二重染色等を行い、歯周
組織への細胞移動とその構成細胞への分化について追究した。その結果、マウス歯周組織には、GFP
陽性細胞が多数移動していた。蛍光免疫二重染色等によって、少なくともGFP陽性細胞の一部は破骨
細胞とマクロファージに分化していることが確認された。なお、血管周囲にGFP陽性細胞の集族が
あった。以上の結果、歯周組織へは比較的短期間のうちに骨髄由来の細胞の移動があり、歯根膜構成
細胞に分化している事がわかった。
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緒言緒言緒言緒言緒言
近年骨髄由来細胞の多分化能が明らかになり、さまざま

な臓器において骨髄由来細胞が積極的に関与する事が明ら
かにされ、骨髄由来細胞が多くの細胞種に分化することが
報告されている。最近では臨床応用研究が既に始まってお
り、実際に心筋梗塞や脳梗塞等において細胞移植による各
種病変の治療等が開始されている。
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歯科領域においては、骨髄由来細胞を用いる再生医療研

究は骨組織の再建等極めて限られた領域での報告があるの
みであり、今後の発展が見込まれる。我々はこれまでに骨
髄由来細胞の多分化能に関する研究を行い、歯および歯周
組織構成細胞などに移動・分化することを明らかにした1)。
そこで今回、同じ実験系を用いて特に歯周組織に移動する
細胞の細胞種を同定する事を試み、若干の興味ある知見を
得たのでその結果を報告する。

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法
実験には７週齢雌性 C57BL/6 マウス（チャールズリ

バー）、および同系の７週齢雌性GFPトランスジェニックマ
ウスC57BL/6 Tg（CAG-EGFP）（清水実験材料、京都）を使
用した2,3)。

GFPマウス由来骨髄細胞の調製は、GFPトランスジェ
ニック動物をエーテル麻酔下にて屠殺して大腿骨を摘出し、
軟部組織を可及的に除いた後、骨髄細胞を採取した。採取
した骨髄細胞は抗生剤を含む RPMI 1640培地で洗浄後、
HBBSに置換、GFPマウスと同系の7週齢雌マウスに10 Gray
のX線照射を行った後、尾静脈から1×107個の骨髄細胞を
移植した4,5)。骨髄移植の4週間後に、マウスから各種組織
を採取して今回の組織学的解析を行った。
モデル動物の組織学的解析には、歯周組織構成細胞に分

化した骨髄由来GFP陽性細胞の同定を行う為、HE染色、酒
石酸抵抗性酸フォスファターゼ（TRAP）染色、免疫組織化
学的（IHC）染色、蛍光免疫二重染色を行った。なお、マウ
スの上顎左側第一臼歯M1の遠心頬側根を観察部位とした。
本研究において使用されたすべての動物は、岡山大学大

学院医歯薬学総合研究科の実験動物ガイドラインに従い飼
育、使用した。なお、本研究は、岡山大学大学院医歯薬学
総合研究科の動物実験委員会の審査、承認（OKU-2011237）
のもと行った。

病理組織学的検討
マウス上顎臼歯部歯周組織を顎骨と一塊にして切り出し

た後、すみやかに4%パラホルムアルデヒド0.05Mリン酸緩
衝固定液に浸漬させ、24時間固定を行い、脱灰液（10%EDTA
solution）にて2週間脱灰を行った。パラフィンにて包埋し、
当該歯根の歯根膜部について厚さ5μmの水平断連続切片を
作製した。その後、通法に従いHE染色ならびにTRAP染色
を行った。

GFPの免疫組織化学的検討
免疫染色に先立ち、キシレンにて脱パラフィン後、0.03

％過酸化水素メタノール溶液で30分処理し内在性ペルオキ
シダーゼを失活させた。その後0.1％トリプシン溶液で37
℃15分処理を行った。抗GFP抗体は、抗ウサギポリクロー
ナル抗体（MBL, 名古屋）を用い、一次抗体として抗GFP
抗体は100倍に希釈し、4℃でovernightにて反応させた。30
分間の抗ウサギ免疫グロブリン抗体（Dako,  Glos t rup ,

Denmark）との反応後、TBSで洗浄した。洗浄後、室温で30
分間ブロッキング後、DABで15分間反応させた。

蛍光免疫二重染色
蛍光二重染色には抗GFP抗体はヤギポリクローナル抗体

を用い、抗F4/80抗体（AbD serotec, Oxford, UK）、抗CD34
抗体（Abcam, Cambridge, UK）、を用いて、GFP-F4/80、GFP-
CD34の組み合わせについて、各細胞における骨髄由来細胞
の局在を確認するために行った。

GFP-F4/80では、脱パラフィン後にクエン酸緩衝液を用
いて1分間マイクロウェーブで前処理、ブロッキングエー
ス®を用いて室温で30分間ブロッキング後、一次抗体とし
て、抗GFP抗体は100倍、抗 F4/80抗体は10倍に Can Get
Signal® （TOYOBO, 大阪）で希釈して4℃で overnightに
て反応させた。二次抗体として Alexa Fluor®568 Labeled
Donkey Anti-Goat IgG Antibodies（Molecular Probes, 東京）
および Alexa Fluor®488 Labeled Donkey Anti-Rat IgG
Antibodies®（Molecular Probes）をCan Get Signal®（TOYOBO）
で200倍に希釈して室温で60分間反応させ、DAPI1μg/ml
を 3分間反応させた。TBSで洗浄後に Fluorescent Mounting
Medium®（DAKO）で封入した。

GFP-CD34では、脱パラフィン後にクエン酸緩衝液を用
いて1分間マイクロウェーブで前処理、10％ロバ正常血清
を用いて室温で30分間ブロッキング後、一次抗体として、
抗GFP抗体は100倍、抗CD34抗体は50倍にCan Get Signal®

（TOYOBO）で希釈して4℃でovernightにて反応させた。二
次抗体としてAlexa Fluor®568 Labeled Donkey Anti-Goat IgG
Antibodies (Molecular Probes)および Alexa Fluor®488 Labeled
Donkey Anti-Rat IgG Antibodies（Molecular Probes）をCan Get
Signal®（TOYOBO）で200倍に希釈して室温で60分間反応
させ、DAPI1μg/mlを3分間反応させた。TBSで洗浄後に
Fluorescent Mounting Medium®（DAKO）で封入した。

結果結果結果結果結果
骨髄移植4週間後、移植マウスの骨髄を IHCによって検

索したところ、その全領域がGFP陽性細胞で満たされてい
た。
マウス歯周組織にはGFP陽性細胞が多数移動し、その細

胞形態から以下のものがあった。①歯槽骨表面の陥凹部の
多核巨細胞、②歯周組織内の不定形で比較的大きな細胞、③
歯周組織内の紡錘形の核を持った長紡錘形の細胞、④同部
の多角形細胞、⑤血管外周の細胞、などである。
これらのGFP陽性細胞について、細胞種を同定する為に

各種の二重染色を施し検討したところ、まず TRAP染色で
は、歯槽骨の表面に分布する多核巨細胞と単核の細胞に
TRAP陽性を示す赤色反応が確認された（図 1, A）。また、
TRAPとGFPの IHC（DAB発色）の二重染色では、歯槽骨
表面の陥凹部の多核巨細胞が両者に陽性、すなわち TRAP
陽性の赤色反応を持つ細胞質に、GFP陽性を表すDABの褐
色色素があった（図 1，B）。
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図 1,  A　歯槽骨表面の陥凹部に多核巨細胞があり、
TRAP陽性を示す（TRAP、× 200）。
図1, B　図1,  Aの隣接切片において、多核巨細胞が、
TRAPとGFP 両者に陽性を示す（TRAP + IHC、×
200）。

図 2,   A　歯根膜内には歯根膜線維の密な走向に沿う
ように紡錘形細胞が配置されている。比較的大型の
核を持ち、外形が不整な細胞もまばらに存在してい
る（HE、× 300）。
図 2,  B　歯根膜内に多数の赤色蛍光のGFP 陽性細胞
が存在している。陽性細胞の多くは紡錘形であり、一
部に多角形から複雑な細胞外形を示すものがある
（IHC、GFP、× 300）。
図2,  C   多角形や複雑な外形を有する細胞に陽性反
応がある（IHC、 F4/80、× 300）。
図2 ,  D　一部の多角形や複雑な外形を有する細胞に
GFP（赤色）とF4/80（緑色）の二重陽性反応がある。
紡錘形細胞の一部にはGFPのみ陽性の細胞が存在し
ている（IHC、GFP + F4/80、× 300）。

図3 ,   A　歯根膜内に歯根膜線維の走向にそって紡錘
形の歯根膜線維芽細胞と明瞭な小血管がある。血管
内腔面には内皮細胞が、血管の外周の一部には周皮
細胞が配置している (HE、× 300）。
図 3,  B　歯根膜内に多数のGFP 陽性細胞が存在して
いる。赤色蛍光を発する陽性細胞は紡錘形や多角形
を示し、一部の細胞は血管周囲を取り囲むように存
在している（IHC、GFP、× 300）。
図 3,   C　血管腔を裏装するように血管内皮細胞に緑
色蛍光の陽性反応がある（IHC、CD34、× 300）。
図 3, D  GFP （赤色蛍光）と CD34（緑色蛍光）の二
重陽性細胞はみられない（IHC、GFP + CD34、×
300）。
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次いで、GFP-F4/80の組み合わせについて、HE染色で歯

周組織内には歯根膜線維の密な走向をしている部位では、
歯根膜線維の走向に沿うように紡錘形細胞が配置されてい
た。この長紡錘形細胞は、比較的大型の紡錘形核を持って
いた。さらに、外形が不整な細胞もまばらに存在した。歯
周組織の歯根膜を構成する主細胞と考えられる紡錘形の核
を中央に持つ長紡錘形細胞と、一部に不定形ないし多角形
から複雑な細胞外形を示す比較的大きな細胞があった（図
2，A）。同部位には、赤色蛍光を発するGFP陽性所見（図
2，B）があり、これらの外形を示す細胞に緑色蛍光のF4/80
陽性反応が認められた（図2，C）。これを重ね合わせによっ
て確認すると、複雑な細胞外形を示す比較的大きな細胞で
は両者の一致はみられなかったが、少なくとも不定形で比
較的大きな細胞においては、赤色蛍光と緑色蛍光の一致す
る細胞が確認された（図2，D）。なお、核は、青色蛍光であ
る。しかし、紡錘形細胞の一部にはGFPのみ陽性の細胞も
存在しており、紡錘形の核を中央に持つ長紡錘形細胞での
二重染色陽性は確認できなかった。
次に、GFP-CD34の組み合わせの蛍光二重染色について

検討した。まず、HE染色において、歯根膜内に歯根膜線維
の走向に沿う長紡錘形の細胞の中に、明瞭な小血管がみら
れる部位を観察したところ、血管内腔面には内皮細胞が、血
管の外周の一部には周皮細胞が配置していた（図3，A）。同
部位の歯根膜内には、多数のGFP陽性細胞が存在しており
赤色蛍光を発するGFP陽性細胞は、紡錘形や多角形を示し、
一部の細胞は血管周囲を取り囲むように並んでいた（図3，
B）。血管腔を囲む血管内皮細胞に緑色蛍光の CD34陽性反
応が認められた（図3，C）。これらの重ね合わせによっての
検討では、血管内皮細胞や血管周皮細胞部にはGFPとCD34
の二重陽性細胞はみられなかった（図 3，D）。しかし、血
管周囲にはGFP陽性細胞の集族している様に観察される部
もあった。

考察考察考察考察考察
骨髄由来細胞の多分化能に着目し、目的に沿った細胞に

分化させる事を期待した臨床応用研究が既に始まっており
6,7)、実際に心筋梗塞や脳梗塞等において、細胞移植による
各種病変の治療等が開始されている。歯科口腔領域におい
ては、ヒトの骨髄液を採取・培養した間葉系幹細胞を用い
た骨の再生に関する治験が行われている8)。これは、口腔イ
ンプラント埋入に必要な厚さ・強度を有する顎骨の再生を
目的としたものである。採取した患者の骨髄間葉系細胞を、
培養・増殖させた後、移植することによって骨芽細胞に分
化した細胞によって骨形成が為されると言う。しかし、骨
髄由来細胞を用いる再生医療研究は、骨組織の再建等極め
て限られた領域での報告があるのみであり、今後の発展が
見込まれる分野である9-13)。よって、骨髄由来細胞の移動状
況と細胞分化を追究することで、様々な口腔内組織の再生
に繋がり、再生医療の進歩に寄与できるはずである。

GFPトランスジェニックマウスは、組織を構成する細胞

の全てがGFP蛋白を発現しており、移植した骨髄由来細胞
がどのような細胞に分化しても、GFP蛋白を有する為、分
化した細胞の追跡が可能である2,3)。Tsujigiwaらは、この技
術を用いてこれまでに骨髄由来細胞の多分化能に関する研
究を行い、歯および歯周組織構成細胞などに移動・分化す
ることを明らかにした1)。すなわち、移植骨髄由来GFP陽
性細胞は、移植後１ヵ月と言う短期間の内に口腔領域に移
動してきており、歯とその関連組織に分布するという事が
明らかになっている。マウス切歯歯髄内の、樹状細胞様細
胞、象牙芽細胞、歯肉上皮内のランゲルハンス細胞、歯周
組織内の線維芽細胞、破骨細胞、血管などがGFP陽性を示
したと記載している。
今回の実験でも、骨髄移植4週間後に移植マウスの骨髄

を検索したところ、その全領域がGFP陽性細胞で満たされ
ていた。この事は、GFPの骨髄移植が成功した証である。そ
こで、同移植マウスについて組織学的な検討をしたのであ
る。その結果、Tsujigiwaら1)の結果と同様に、マウスの歯
周組織にはGFP陽性細胞が多数移動している事が改めて確
認された。また、これらのGFP陽性細胞について、その細
胞種を同定する為に各種の二重染色を施し検討することに
した。まず、歯槽骨表面の陥凹部の多核巨細胞が TRAPと
GFPの二重染色をしたところ、両者に陽性を示した。これ
より、この多核巨細胞は破骨細胞であることが言える。
歯根膜線維が密な走向をし、長紡錘形細胞が配置されて

いている部位を観察したところ、歯根膜内に多数の赤色蛍
光の多角形の細胞外形を示すGFP陽性細胞は、同時に緑色
蛍光の F4/80陽性反応を呈したので、この細胞は、マクロ
ファージであると同定された。さらに、長紡錘形細胞の一
部にはGFPのみ陽性の細胞も存在していた。この事は、歯
根膜線維芽細胞を特定する適切なマーカーが無いため断定
は出来ないが、その形態学的な特徴から歯根膜線維芽細胞
と考えても良いだろう。樹状細胞の細胞外形は、複雑な形
状を示す細胞と考えられるが、今回の検討では特定のマー
カーを用いての検討を行っていない為、その同定は出来な
い。しかし、その場所と形状から、樹状細胞と推察される。
歯根膜内に歯根膜線維の走向にそって紡錘形の歯根膜線

維芽細胞と、明瞭な小血管がみられる部位を観察したとこ
ろ、多数のGFP陽性細胞が存在していた。赤色蛍光を発す
るGFP陽性細胞のうち、その一部は血管周囲を取り囲むよ
うに並んでいた。血管腔を裏装するように、血管内皮細胞
に緑色蛍光のCD34 陽性反応があった。しかし、GFPとCD34
の二重陽性細胞は、血管に一致しては認められなかった。こ
の所見から、Tsujigiwaら1)が記載しているDAB陽性（GFP
陽性）の血管に密接に関連していた細胞については、今回
の詳細な二重染色結果によると、血管内皮細胞では陽性反
応が確認されなかったため、Tsujigiwa らの論文で血管陽性
（Blood vessels were positive.）との記載は血管の周囲に集族
した未分化な細胞、ないしマクロファージであると考えら
れた。
以上の結果およびそれに基づく総合的な考察から、以下
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村岡理奈 ほか：移植骨髄由来細胞の歯周組織への移動と細胞分化
の結論を得た。
① GFP陽性骨髄由来細胞が移動・細胞分化した細胞とし
て、破骨細胞とマクロファージが同定された。
② 歯周組織内に移動・細胞分化する事が推定される細胞と
して、樹状細胞と歯根膜線維芽細胞がある。
　今後は、GFP移植骨髄由来細胞が口腔領域における各種
組織に移動・分化するその全貌について、詳細な追究を行
う予定である。
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