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要 旨 

矯正歯科治療に伴う歯根の外部吸収は、臨床上回避すべき重要な問題である。外部

吸収した歯根の再生にあたり、生体内でのセメント質再生が効果的と考えられる。再

生医療において、間葉系幹細胞（MSCs）は硬組織の再生にしばしば利用されている。

間葉系幹細胞は、歯小嚢（DF）、歯根膜（PDL）などの歯の周囲組織からも分離可能

であることが知られている。本研究では、セメント質形成に最も有用であるヒト抜去

歯由来細胞の種類を明らかにすることを目的とした。我々は 2種類の異なる細胞分離

法、すなわち酵素法（EZ）と outgrowth 法（OG）を用いて、DF及び PDLから抜去歯

由来幹細胞（DSCs）を分離した。得られた 4つの異なる細胞種を各々DF-EZ群、DF-OG

群、PDL-EZ群、PDL-OG群とした。各群について、in vitro では増殖能、表面抗原、

遺伝子発現、多分化能を検討した。In vivoでの硬組織形成能評価では、各細胞をハイ

ドロキシアパタイトと混在させたものを SCID マウスへ移植し、組織形成を組織学的

に観察した。本研究で得られた計 4種の細胞群は、in vitroにおいて間葉系幹細胞マー

カーに陽性であり、胚性幹（ES）細胞／人工多能性幹（iPS）細胞関連遺伝子を発現

し、多分化能を有していた。セメント質関連遺伝子は、PDL-OG群が最も高発現した。

In vivo の評価では、細胞を移植したすべての群で硬組織様組織の形成がみられた。

DF-EZ 群、PDL-EZ 群、PDL-OG 群の移植片は免疫染色においてセメント質マーカー

に陽性を示し、移植したヒトの DSCs がセメント質様組織を形成したと考えられた。

さらに、PDL-OG群の移植片では無細胞セメント質様の組織に加えて有細胞セメント

質様の組織形成がみられた。これらの知見により、PDL-OG群はセメント質再生にあ

たり特に有用な細胞群であると期待された。 

 

索引用語：歯根膜幹細胞、歯小嚢幹細胞、酵素法、outgrowth 法、セメント質形成  
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Abstract 

External apical root resorption is an undesirable complication during orthodontic treatment. 

The clinical resolution of this problem is to regenerate the tooth root by de novo cementum 

formation. In regenerative medicine, mesenchymal stem cells (MSCs) are frequently utilized 

for hard tissue regeneration. It is known that MSCs can be isolated from human dental tissues, 

including the dental follicle (DF) and periodontal ligament (PDL). The present study aimed to 

clarify which kinds of cell populations derived from human extracted teeth can be used as a 

bioresource for cementogenesis. We isolated dental stem cells (DSCs) from human DF and 

PDL using distinct two procedures: enzymatic digestion (EZ) or outgrowth method (OG). 

This procedure provided four different cell populations: DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ, and 

PDL-OG. Cell surface markers, gene expression, and the multilineage differentiation capacity 

of the four DSCs were examined. To test hard-tissue formation in vivo, DSCs combined with 

hydroxyapatite were transplanted into severe combined immunodeficiency (SCID) mice, and 

tissue formation was histologically analyzed. Each four group showed typical stem cell 

properties, such as expression of MSC surface markers, embryonic stem (ES)/ induced 

pluripotent stem (iPS) cell-associated genes, and multipotency in vitro. PDL-OG showed the 

highest gene expression of cementum markers among four groups in vitro. In vivo 

experiments, all explants formed hard tissue-like tissue. DF-EZ, PDL-EZ and PDL-OG 

transplants were positively immunostained for cementum markers, suggesting that the 

transplanted human DSCs generated the cementum-like tissues. Interestingly, PDL-OG could 

form the cellular cementum-like tissues in addition to the acellular cementum-like tissue in 

vivo. These findings indicate PDL-derived cells isolated by the outgrowth method are likely to 

be the most competent cells for de novo cementogenesis. 

Key words: dental follicle-derived stem cell, periodontal ligament-derived stem cell, 

enzymatic digestion, outgrowth method, cementogenesis  
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緒 言 

矯正歯科治療による正常な咬合歯列への改善は様々な意義を持つ一方、歯根の外部

吸収を伴うことがある 1)。このような外部吸収は、矯正歯科治療の安全性を考えると

臨床上回避すべき重要な問題である。McLaughlin
2)は、歯根吸収はわずかな程度のも

のまで含めると矯正歯科治療を行った歯の比較的多くで生じうると報告している。歯

根吸収に対して、エナメルタンパクのアメロゲニンや Emdogain®が抑制作用を持つこ

とが報告されている 3)。しかしながら、矯正歯科治療中にこれらを歯根表面に塗布し

て歯根吸収を抑制することは現実的とは言えない。したがって、矯正歯科治療中に外

部吸収した歯根の再生を目的とした場合、生体内でのセメント質再生が効果的と考え

られる。 

再生医療において、幹細胞移植療法は、組織の再生に有用であると考えられている

4-8)。幹細胞は、自己複製能および多分化能を持ち、コロニー形成能を有する細胞

（colony-forming unit - fibroblast; CFU-F）として定義される 9-11)。なかでも間葉系幹細

胞（mesenchymal stem cells; MSCs）は、適切な条件下で培養することにより、骨芽細

胞、軟骨細胞、脂肪細胞、筋細胞および神経細胞を含む複数の細胞種に分化しうる自

家細胞として、近年は臨床応用に向けて様々な分野で盛んに研究が行われている 12-15)。

これらの細胞は胚性幹細胞（embryonic stem cell；ES 細胞）や人工多能性幹細胞（induced 

pluripotent stem cell；iPS 細胞）とは異なり、生体に由来する組織幹細胞であるため、

腫瘍化やがん化の危険性が低く、安全な臨床応用が期待できると考えられている 10)。 

MSCs は、骨髄、臍帯、胎盤および脂肪組織など様々な組織から単離されている 10, 

16- 18)。MSCs は成体マウスの骨髄吸引液中から同定され 16)、再生医療の幹細胞移植療

法の細胞源として有力視された。しかし、骨髄由来幹細胞を分離するには、骨髄液を

得るために腸骨骨髄穿刺を行わなければならず、患者の負担が大きいことが欠点の一

つとして挙げられてきた 9, 10, 19)。 

幹細胞として骨髄液以外の細胞源が模索される中で、近年、歯科治療で得られた智
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歯や乳歯からも骨髄由来幹細胞に類似した性質を有する細胞群、すなわち抜去歯由来

幹細胞（dental stem cells; DSCs）の分離が報告された。DSCs は、種々の疾患治療への

応用が実験動物モデルで検討されている 9, 20, 21)。最初に分離が報告されたヒトのDSCs

は、抜去智歯の歯髄腔内に存在する歯髄組織から単離された歯髄幹細胞（dental pulp 

stem cells; DPSCs）であった 22)。以来 DSCsは、ヒト脱落乳歯の歯髄組織、歯根が形

成途上にある智歯の根尖部歯乳頭組織や歯小嚢組織（DF）、歯根が完成した智歯の歯

根膜組織（PDL）などからの分離も報告されており、それぞれ乳歯幹細胞（stem cells 

from exfoliated deciduous teeth; SHEDs）23)、歯乳頭幹細胞（stem cells from the apical 

papilla; SCAP）24)、歯小嚢幹細胞（dental follicle precursor cells; DFPCs）25)、歯根膜幹

細胞（periodontal ligament stem cells; PDLSCs）26)と呼ばれている。これらの DSCs は骨

髄幹細胞と比較して容易に入手でき、抜去歯を再利用できるため細胞供給源として利

用する上で侵襲も少なく、その有用性が期待されている 27, 28)。 

上記のヒト DSCs を再生医療に応用する上では、細胞特性のより詳細な検討が必要

とされている。この点に関して、Tamaki ら 19)は、ヒト抜去歯とその付着組織から分

離培養した 4種類の幹細胞、すなわち、歯髄幹細胞（DPSCs）、歯根膜幹細胞（PDLSCs）、

歯小嚢幹細胞（DFSCs）、歯乳頭幹細胞（APSCs）に加え、これまで再生医療で多くの

期待を受けてきた骨髄幹細胞（BMSCs）を含めた 5種類のMSCs の解析を行った。In 

vitro における検討の結果、抜去歯由来の 4種類の幹細胞は、骨髄幹細胞と同程度の骨

芽細胞・脂肪細胞・神経細胞への分化能を示し、骨髄由来の幹細胞よりも活発な増殖

能を有していたことを報告した 19)。 

このような抜去歯由来の細胞は in vivo でセメント質様組織を形成することが知ら

れている 29)。ウシの歯小嚢細胞を移植した実験では、移植細胞は、セメント質に特異

性の高いマーカーである cementum attachment protein（CAP）陽性のセメント質様基質

を形成した 29)。しかし、ヒト試料を用いた場合に、どのようなヒト抜去歯由来細胞が

セメント質形成に最も適切かは、いまだ不明である。さらに、歯の周囲組織を用いた
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細胞分離法には、酵素処理により細胞を単離する方法（enzymatic digestion；EZ 法）

と採取組織を静置培養する方法（outgrowth；OG 法）が広く用いられている 27, 30-32)。

OG 法は MSC の樹脂接着性を利用し、組織片から外生してきた細胞を得る方法であ

るのに対し、EZ法は collagenase type Iと dispaseにより組織を溶解し、単一細胞浮遊

液を得る方法である 32)。どちらの細胞分離法が、再生医療に有用な幹細胞の分離に適

しているのかも不明である。 

そこで本研究では、セメント質形成に最も有用となるヒト抜去歯由来組織と細胞分

離法を明らかにすることを目的として、採取組織として DFと PDL、分離法として EZ

法と OG法を用いて異なる４組の DSCs を分離し、in vitroと in vivo の双方から解析し

た。 
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材料と方法 

1. 細胞培養 

本研究は、日本歯科大学生命歯学部倫理委員会の承認のもと実施された

（NDU-T2013-10）。研究の目的と趣旨を説明後、インフォームドコンセントの得られ

た健常な15～29歳の患者より、治療上の理由により抜歯された智歯を実験に用いた。

過去の報告 19)に従い、DF は完全埋伏根未完成智歯の歯冠周囲からマイクロ剪刃（夏

目製作所、東京、日本）を用いて採取し、PDLは根完成歯の歯根中央 1/3 部分から滅

菌カミソリ（フェザー安全剃刀、大阪、日本）を用いて採取した。採取した組織は、

滅菌カミソリにより約 2 mm×2 mm の大きさに細切した。DF及び PDL細胞は、2つ

の異なる方法、すなわち EZ法および OG法によって単離した。 

EZ法は Gronthos ら 22)の方法に準じて行った。簡潔に記すと、細切した組織を Hanks

液（日水製薬、東京、日本）中に溶解した 3 mg/ml collagenase type I（Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany）と 4 mg/ml dispase（和光純薬工業、大阪、日本）の混合溶液（pH 

7.4）10 ml 中に移し、37℃恒温槽中で 1時間インキュベート後、試験管ミキサー（デ

ルタミキサー；タイテック、埼玉、日本）で数秒間撹拝した。その後、70 µm のセル

ストレイナー（Merck KGaA）により細胞を単離し、1×10
5個の細胞を 100 mm 培養皿

（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）に播種し、培養した。培養液（growth 

medium; GM）には、15％ fetal bovine serum（FBS; Lot No: 12483, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）、100 µM glutamate（GlutaMAX I; Thermo Fisher Scientific）、0.1％ 

MEM Non-Essential Amino Acids（MEM-NEAA; Thermo Fisher Scientific）、50 U/ml 

penicillin、50 µg/ml streptomycin（Thermo Fisher Scientific）、0.25 mg/ml Fungizone（Thermo 

Fisher Scientific）を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s nutrient mixture 

F12（DMEM/F12）培地（Thermo Fisher Scientific）を用いた。得られた DF細胞と PDL

細胞をそれぞれ DF-EZ群、PDL-EZ群とした。 

OG法は Bakopoulou ら 27)の方法に準じ、細切した組織小片を 60 mm 培養皿（Becton 
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Dickinson）に静置し、少量の GM を添加して培養を行った。24 時間後、組織小片が

培養皿から剥離しないよう注意しながら 2 ml の GM を添加した。その後 1 週間以内

に DFと PDLより外生した付着細胞を、各々DF-OG群と PDL-OG 群とした。 

培養はすべて 37℃、4.7% CO2湿潤下で行い、GM は 3〜4日おきに新しい培地と交

換した。70～80%程度コンフルエントに達した後、0.25％ trypsin（Becton Dickinson）

/0.02％ ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA；同仁化学研究所、熊本、日本）（以下

trypsin/EDTA）を用いて細胞を剥離し、1 : 3 の割合で継代培養を行い、継代数 3また

は 4の細胞を実験に供した。以下の実験では、少なくとも 3人以上の異なる患者由来

の細胞を用いた。 

 

2. 細胞増殖能評価 

細胞増殖能の検討を行うため、各細胞群（DF-EZ群、DF-OG群、PDL-EZ群、PDL-OG

群）を 24 well プレート（Becton Dickinson）に 3×10
3個/well ずつ播種し、GM 中で 12

日間培養を行った。培地は 2 日おきに交換した。48 時間毎に trypsin/EDTA を用いて

細胞を培養プレートから剥離し、細胞数を血球計算板で計測した。 

 

3. フローサイトメトリー 

継代数 3の DF-EZ群、DF-OG群、PDL-EZ群、PDL-OG群の各細胞群を trypsin/EDTA

を用いて培養皿から回収し、430×g、5分間の遠心分離後、4％パラホルムアルデヒド

（PFA）で 15分間固定した。各種抗ヒト抗体を添加して室温で 1時間インキュベート

した。過去の報告 19, 33-35)に従い、一次抗体は、fluorescein isothiocyanate（FITC） 標識

マウス抗ヒト CD14、CD90抗体、phycoerythrin（PE）標識マウス抗ヒト CD29、CD31、

CD105、CD106、CD140b、CD146抗体（以上 Becton Dickinson）、FITC 標識マウス抗

ヒト CD34、CD44抗体、PE標識マウス抗ヒト CD166抗体（以上 Beckman Coulter, Brea, 

CA, USA）、FITC標識マウス抗ヒトStro-1抗体（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
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USA）、ウサギ抗ヒト NG2 chondroitin sulfate proteoglycan（NG2）抗体（Merck KGaA）

を使用した。抗 NG2抗体の染色には、さらに Alexa Fluor 488標識抗ウサギ IgG（H+L）

抗体（Thermo Fisher Scientific）を二次抗体として添加し、30分間インキュベートした。

一次抗体を使用せず phosphate buffer saline（PBS；タカラバイオ、滋賀、日本）のみ

とインキュベートしたものをコントロールとした。抗体と反応させた細胞を PBS で洗

浄し、Guava™ flow cytometer と Guava TM Express Plus（version 5.3）software（Merck 

KGaA）を使用して各抗体に対する細胞表面抗原のマーカー解析を行った。各抗体に

ついて独立した実験を 3回繰り返し行った。 

 

4. 遺伝子発現解析 

1) Reverse transcription (RT) - Polymerase chain reaction (PCR) 

コンフルエントまで培養した各細胞群から RNeasy Mini kit（Qiagen, Hilden, 

Germany）を使用して total RNAを抽出した。1 µgに調製した total RNA を用いて、

High Capacity cDNA synthesis kit（Thermo Fisher Scientific）により cDNAを合成し、

PCR Supermix Platinum kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて 20 µlの反応液を調製

した。PCR 反応は Veriti™ 96-well Thermal Cycler（Thermo Fisher Scientific）を用い、

94℃で 2分間反応させた後、94℃ 30秒、55℃ 30秒、72℃ 1分を 1サイクルとし

て、 35 サイクル行った。使用したプライマーを Table 1 に示す。

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内在性コントロールとして用

いた。PCR 反応産物液は 0.5 µg/ml エチジウムブロマイド添加 1.8%アガロースゲル

にて電気泳動後、紫外線照射下で観察した。 

 

2) Real-time PCR 

前述した cDNA の合成後、TaqMan one-step RT-PCR master mix reagents kit（Thermo 

Fisher Scientific）を使用し、TaqManプローブを用いた ΔΔCt 法による real-time PCR
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で CAP 遺伝子、cementum-derived protein 1（CEMP1）遺伝子の発現を定量解析した。

PCR 反応は 95°C で 10分間反応させた後、95°C 15 秒、60°C 1分、95 °C 15秒を 1

サイクルとして、40 サイクル行った。得られたデータは β-actin 遺伝子の発現を用

いて標準化した。使用した TaqMan プローブを以下に示す：CAP（assay ID: 

Hs00171965_m1, gene bank number: NM_014241.3, amplicon length: 74）、CEMP1（assay 

ID: Hs04185363_s1, gene bank number: NM_001048212.3, amplicon length: 72）、β-actin

（assay ID: Hs99999903_m1, gene bank number: NM_001101.3, amplicon length: 171；

以上 Thermo Fisher Scientific）。検出には StepOnePlus™ Real-Time PCR System

（Thermo Fisher Scientific）を使用した。各細胞群とも 4 well の結果を用いて統計解

析を行った。なお、全ての実験において融解曲線を作成し、非特異的な増幅産物が

ないことを確認した。 

 

5. 多分化能評価 

1) 骨芽細胞／セメント芽細胞分化誘導 

Tamaki ら 19)の方法に従い、各細胞群を、6 well プレートに 1×10
5個/well となる

よう播種し、GM 中で培養した。コンフルエントに達した後、骨芽細胞／セメント

芽細胞分化誘導培養液として 10％ FBS、10 nM dexamethasone（Merck KGaA）、10 

mM β-glycerophosphate（Merck KGaA）、100 µM L-ascorbate-2-phosphate（和光純薬

工業）を添加した α-modified minimal essential medium（α-MEM；和光純薬工業）を

用いた。コントロール群として 10％ FBS 含有 α-MEM 培地を用い、同様に培養し

た。培地交換は 3～4日おきに行い、誘導培養液に交換後、3週間培養を継続した。

分化誘導開始から 3週間後、石灰化結節の形成とその定量評価を行うため、Alizarin 

Red S 染色を行った。まず各 well から培地を除き、PBS にて 1回洗浄した後、10％

中性緩衝ホルマリン（和光純薬工業）を用いて細胞を 10分間固定した。1％ Alizarin 

Red S（Merck KGaA）により室温で 30分間染色後、洗浄した。洗浄後、Miyazaki
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ら 36)の方法に従い、形成された石灰化結節の定量を行った。well 内の水分を除いた

後、0.5 ml/well の 5％ ギ酸（関東化学、東京、日本）を添加し、プレートを 10分

間攪拌して、Alizarin Red S の色素を溶出した。溶出液 100 µl を測定用 96 well プレ

ート（Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany）に移し、Corona Grating Microplate 

Reader SH-9000 Lab（日立ハイテクノロジーズ、東京、日本）を用いて 400 nm の吸

光度を測定した。また、骨芽細胞／セメント芽細胞分化誘導後の CAP 遺伝子と

CEMP1遺伝子の発現を前述した TaqManプローブを用いてReal-time PCRにて定量

解析した。 

 

2) 脂肪細胞分化誘導 

Tamaki ら 19)の方法に従い、各細胞群を、6 well プレートに 1×10
5個/well となる

よう播種し、GM により培養を行った。コンフルエントに達した後、脂肪細胞誘導

培養液として 10％ FBS、0.5 mM 3-isobutyl-l-methylxanthine（Merck KGaA）、0.5 µM 

hydrocortisone（和光純薬工業）、60 µM indomethacin（Merck KGaA）を添加した

α-MEM 培地を用いた。コントロール群として 10％ FBS 含有 α-MEM 培地を用い、

同様に培養した。培地交換は 3～4 日おきに行い、誘導培養液に切り替えてから 3

週間培養を継続した。分化誘導開始から 3週間後、細胞内の脂肪小滴の蓄積とその

定量評価を行うため、Oil Red O 染色を行った。まず各 well から培地を除き、PBS

にて 2回洗浄した後、10％中性緩衝ホルマリンを用いて室温で 5分間固定した。固

定液を除き、新しい 10%中性緩衝ホルマリンを添加し、さらに 10 分間固定した。

固定液を除き、60％ isopropanol（和光純薬工業）で 1 回洗浄した後、各 well を完

全に乾燥させた。乾燥後、0.2% Oil Red O（和光純薬工業）により室温で 15分間染

色を行い、染色液を除き、精製水で各 well を 4 回洗浄した。形成された脂肪小滴

の定量を行うため、風乾後、750 µl/well の 100％ isopropanol（和光純薬工業）を添

加し、室温で 10分間静置して、Oil Red Oの色素を溶出した。溶出液 100 µl を測定
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用 96well プレートに移し、Corona Grating Microplate Reader SH-9000 Lab を用いて

520 nm の吸光度を測定した。 

 

3) 軟骨細胞分化誘導 

軟骨細胞への分化誘導は、Johnstone ら 37)の方法に従ってペレット培養法を用い

て行った。約 1×10⁶個の各細胞群を、それぞれを 15 ml のポリプロピレンチューブ

（Becton Dickinson）中に移し、430×g、室温で 5分間遠沈し、細胞ペレットを作製

した。軟骨分化誘導培養液として、1% FBS、10 ng/ml transforming growth factor-β1

（TGF-β1: Peprotech, Oak Park, CA, USA）、1% insulin-transferrin-selenium（ITS）+1 

supplement（Merck KGaA）、50 mM ascorbate-phosphate（Merck KGaA）を添加した

DMEM/F12培地を 15 ml ポリプロピレンチューブ中に 1 ml 静かに加え、培養を行

った。培養液は 3～4日おきに交換し、培養は 4週間継続した。4週間後、4% PFA

を用いて細胞ペレットを固定し、パラフィン包埋した後、5 µm の切片を作製した。

軟骨細胞への分化を確認するため、1% alcian blue solution（Merck KGaA）、0.1% 

safranin-O（Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, Germany）を用いた染色と、ウサギ

抗 type II collagen 抗体（Santa Cruz、希釈倍率 1:50）を用いた免疫組織化学的染色

を行った。 

 

6. 移植による硬組織形成能評価 

動物実験は、日本歯科大学生命歯学部動物実験規程に則って計画し、動物実験委員

会の承認後行った（承認番号：14-09）。 

 

1) 実験動物 

6週齢の雌性 C.B-17/Icr-scid マウス（日本クレア、東京、日本）計 25匹（DF-EZ

群、DF-OG群、PDL-EZ群、PDL-OG群、コントロール群各 5匹）を用いた。 



 

 

12 

 

 

2) 移植方法 

Huang ら 9)の方法に準じ、各細胞群 1.0×10
6個を 40 mg のハイドロキシアパタイ

ト粒子（HA; Calcitite, Zimmer Dental, Warsaw, IN, USA）、と混合し、その混合物を

430×g で 5 分間遠沈しペレットを作製した。その細胞ペレット／HA 混合物に、さ

らにコラーゲンゲル（新田ゼラチン、大阪、日本）を添加したものを、マウスの背

側皮下に移植した。また、細胞を除いた HA／コラーゲンゲルのみの混合物を、コ

ントロール群として移植した。 

 

3) 組織学的・免疫組織化学的評価 

移植 16 週後にマウスを屠殺し、移植片を摘出した。摘出した試料は Tominaga

ら 38)の方法に従い、4% PFAにて固定後、脱灰し、パラフィン包埋を行い、厚さ 5 μm

の切片を作製した。脱パラフィンした切片をヘマトキシリンエオジン染色及び

Masson’s trichrome 染色を行った。免疫組織化学的染色には、一次抗体として、マ

ウス抗ヒト vimentin モノクローナル抗体（v6630；Merck KGaA、希釈倍率 1:10000）、

ウサギ抗ヒト osteopontin（OPN）ポリクローナル抗体（ab8448；Abcam, Cambridge, 

UK、希釈倍率 1:1000）、マウス抗ヒト osteocalcin（OCN）モノクローナル抗体

（ab13418；Abcam、希釈倍率 1:500）、ウサギ抗 protein-tyrosine phosphatase-like 

member A（PTPLA; CAP）ポリクローナル抗体（LS-C162297；LifeSpan Biosciences, 

Seattle, WA, USA、希釈倍率 1:100）、マウス抗ヒト dentin sialoprotein（DSP）モノク

ローナル抗体（sc-73632；Santa Cruz、希釈倍率 1:100）を用いた。Peroxidase-Blocking 

Solution Dako REAL™（Dako, Glostrup, Denmark）による内在性ペルオキシダーゼの

不活化の後、一次抗体に応じて 0.1% trypsin/PBS（37℃、30分間）処理による抗原

の賦活化を行った。非特異的抗体結合のブロッキングは Blocking One Histo（ナカ

ライテスク、京都、日本）を室温で 10 分間作用させた。前述の各一次抗体を 4℃
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で一晩反応させた。二次抗体には Dako EnvisionTM + Dual Link System-HRP を用い、

室温で 30分間作用させた。3,3’-diaminobenzidine using ImmPACTTM DAB Peroxidase 

substrate kit（Vector Laboratories, Burlingame, CA）による発色後、ヘマトキシリンで

対比染色を行った。一次抗体を用いずに同じ手順を行ったものをコントロールとし

た。 

 

7. 統計処理 

二元配置分散分析または Wilcoxon の順位和検定により統計解析を行い、多重比較

には Bonferroni 法を用いた。p < 0.05を有意水準とした。ソフトウェアは SPSS version 

20.0（SPSS, Chicago, IL, USA）を用いた。 
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結 果 

1. 細胞形態と細胞増殖能 

初代培養開始 1～2 週間後、DF-EZ 群と PDL-EZ 群の両方で接着性細胞塊の形成が

認められた（Fig. 1A）。一方、培養皿に静置した DFおよび PDL組織では、2～4日後

までに組織片の周囲より細胞の外生が開始した（Fig. 1B）。細胞形態は、4つの細胞群

ともに紡錘形の線維芽細胞様の形態を示した（Fig. 1A, B）。 

細胞増殖能に関して、培養開始後 2日目より PDL群に比較し DF 群が有意に高かっ

た（p < 0.05）。12日間の培養期間を通じて EZ群と OG群間には有意な差は認められ

なかった（Fig. 1C）。 

 

2. 細胞表面抗原の発現 

細胞表面抗原の発現をフローサイトメトリーにより解析した。4 つの細胞群のすべ

てにおいて、間葉系間質細胞のマーカーである CD29（> 86.9%）、CD44（> 90.9%）、

および CD90（> 86.1%）の高い発現を認めた。Stro-1の発現は、すべての細胞群で 5％

前後認められた。CD14（単球マーカー）、CD31（内皮細胞マーカー）および CD34（造

血幹細胞マーカー）の発現は、4群すべてにおいて低い値を示した（< 2.7%）。これら

のマーカーの発現は 4つの細胞群の間で有意差は認められなかった（p > 0.05）（Fig. 

2A）。 

全4細胞群ともに間葉系間質細胞マーカーであるCD105、CD106、CD146及びCD166

に陽性を示した。これらの発現は、EZ群でOG群よりも高い傾向がみられ、特にCD105、

CD146、および CD166 の 3つの発現は、有意に高かった（p < 0.05）。Pericyteマーカ

ーであるNG2とCD140bは、OG群と比較してEZ群において有意に高かった（Fig. 2B）。 

 

3. RT-PCR による遺伝子発現解析 

GM で培養し、コンフルエントに達した DF-EZ、DF-OG、PDL-EZ、PDL-OG の各
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群における、種々のマーカー分子の遺伝子発現を RT-PCR で検討した。歯髄幹細胞（DP）

の cDNA は、Tamaki ら 19)の報告に従って合成した。その結果、幹細胞関連遺伝子で

ある Nanog、Oct3/4、Sox2 と、骨芽細胞関連遺伝子である Runx2、Type I collagen、Osterix

の発現が全細胞群で同程度に発現された。歯根膜関連遺伝子である GDF5の発現は全

細胞群で同程度にみられたが、Scleraxis の発現は PDL-EZ 群が最も高く、Tenascin-N

の発現は DF 群と比較して PDL 群で高かった（Fig. 3A）。また cDNA を 50 倍希釈し

て行った半定量 PCRの結果では、全細胞群 DF-EZ、DF-OG、PDL-EZ、PDL-OGにお

いて、セメント質関連遺伝子である CAP と CEMP1 の発現が認められた。一方、DP

では、DF群や PDL群と比較して、発現が著しく低かった（Fig. 3B）。 

 

4. in vitroにおける多分化能 

1) 骨芽細胞／セメント芽細胞への分化能 

骨芽細胞／セメント芽細胞への分化誘導開始から 3週間後、すべての細胞群にお

いて、Alizarin Red 陽性の石灰化結節の形成が認められた（Fig. 4A-D）。一方、コン

トロール群においては、陽性像は認められなかった（Fig. 4A-D 右上挿入図）。定

量評価の結果から、PDL群と比較して DF群で、石灰化物の形成量が有意に多かっ

た（Fig. 4E）。また、骨芽細胞／セメント芽細胞への分化誘導後、セメント質関連

遺伝子である CAP、CEMP1の発現は PDL-OG群が最も高かった（Fig. 4F, G）。リ

ファレンスサンプルには、前述の DP を使用した。 

 

2) 脂肪細胞への分化能 

脂肪細胞への分化誘導開始から 3週間後、すべての細胞群において、Oil Red O

陽性の細胞内の脂肪小滴の形成が認められた（Fig. 4H-K）。一方、コントロール群

においては、陽性像は認められなかった（Fig. 4H-K, 右上挿入図）。定量評価の結

果、OG群と比較して EZ群で、脂肪小滴の形成量が有意に多かった（Fig. 4L）。 
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3) 軟骨細胞への分化能 

軟骨分化誘導培地でのペレット培養開始から 4週間後、すべての細胞群において、

alcian blue染色、safranin O染色で染色性を示す軟骨様の基質形成が認められた（Fig. 

4M-T）。また免疫組織化学的染色の結果、これらの基質は抗 type II collagen抗体に

陽性を示した（Fig. 4U-X）。各細胞種間で、形成された軟骨様組織の大きさや形態

の明らかな差は認められなかった。 

 

5. In vivoでの硬組織形成能 

1) 組織学的所見 

細胞を含まずコラーゲンゲル／HA の担体のみを移植したコントロール群では、

HA はホストであるマウスの細胞と線維性組織に取り囲まれていた（Fig. 5A）。こ

れらの線維性組織はMasson’s trichrome染色に青く染まることから、コラーゲン線

維と考えられた（Fig. 5F）。HA周囲には、管腔構造がみられたものの、硬組織様組

織（hard tissue-like tissue; HTLT）の形成はみられなかった（Fig. 5A, F）。 

一方、細胞を移植した 4種の移植片すべてで、HAの周囲に HTLT と硬組織を含

まない線維状組織が比較的境界明瞭に観察された（Fig. 5B-E）。これらの組織はい

ずれもMasson’s trichrome 染色に青く染まり、コラーゲン線維に富んでいると考え

られた（Fig. 5G-J）。DF-OG群の移植により形成される組織量は、他の細胞の移植

片よりも明らかに少なかった（Fig. 5C, H）。DF-EZ 群、DF-OG 群、PDL-EZ 群の

HTLTは、大部分が無細胞性であったのに対して（Fig. 5B-D, G-I）、PDL-OG群では

HTLT内に埋入細胞がみられた（Fig. 5E, J）。4つの細胞移植群のすべてで、HTLT

の内部に血管の侵入は認められなかったものの（Fig. 5G-I）、硬組織を含まない線

維性組織には血管腔が観察された（Fig. 5J）。 
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2) 免疫組織化学的所見 

細胞を含まずコラーゲンゲル／HA の担体のみを移植したコントロール群では、

いずれの抗体とも陽性反応はなかった（Fig. 6A, F, K, P）。 

抗ヒト vimentin 抗体に対し、DF-EZ群と DF-OG 群の移植片では、HTLT に陽性

反応はみられず、その周囲の線維性組織に多数の陽性細胞がみられた（Fig. 6B, C）。

PDL-EZ群と PDL-OG 群の移植片では、抗ヒト vimentin 抗体陽性細胞が線維性組織

に多数みられた点は DF-EZ群と DF-OG群の移植片と同じであったが、HTLTを構

成する細胞にも観察された（Fig. 6D, E）。PDL-EZ群では陽性細胞が集塊状にクラ

スターを形成していたのに対し（Fig. 6D）、PDL-OG群では一つ一つの陽性細胞が

単独に存在した（Fig. 6E）。Figure 5 でも示したように、DF-OG 群の移植により形

成される組織量は少なく、特に HTLT の形成量は他の細胞の移植片よりも明らか

に少なかった（Fig. 6C, H, M, R）。 

次に抗 OPN抗体との反応は、いずれの移植片においても HTLT と、その周囲の

線維性組織の細胞と基質に強くみられた（Fig. 6G-J）。PDL-OG 群の移植片におけ

る HTLT内の埋入細胞は、抗 OPN抗体にも反応した（Fig. 6J）。HTLTにおける陽

性反応は、PDL-EZ群（Fig. 6I）の移植片が最も強く、DF-EZ群（Fig. 6G）と DF-OG

群（Fig. 6H）が同程度、PDL-OG群（Fig. 6J）の順で減少した。 

次に抗 OCN抗体との反応は、DF-EZ群、PDL-EZ群、PDL-OG群の移植片の HTLT

とその周囲の線維性組織の細胞と基質にわずかにみられた（Fig. 6L, N, O）。

PDL-OG 群の移植片における硬組織内の埋入細胞は、抗 OCN 抗体にも反応した

（Fig. 6O）。一方、DF-OG群の移植片における陽性反応は、ほとんどみられなかっ

た（Fig. 6M）。 

最後に抗 CAP 抗体との反応は、DF-EZ 群、PDL-EZ 群、PDL-OG 群の移植片の

HTLTとその周囲の線維性組織の細胞と基質に明瞭に観察された（Fig. 6Q, S, T）。

PDL-OG 群の移植片における HTLT 内の埋入細胞は、抗 CAP 抗体にも陽性であっ
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た（Fig. 6T）。DF-OG 群の移植片における抗 CAP 抗体との反応は、HTLTではみら

れず、周囲の線維状組織中の細胞の一部にみられた（Fig. 6R）。HTLT における陽

性反応は、DF-EZ 群 と PDL-EZ 群との移植片が最も強く（Fig. 6Q, S）、PDL-OG

群（Fig. 6T）はそれよりもやや弱かった。 

また、形成された組織片は 4 群とも抗 DSP 抗体とは反応せず、象牙質様の組織

ではないと考えられた（データは示さず）。 

なお、一次抗体を用いずに同じ手順を行ったコントロールにおいては、非特異

的反応はみられなかった（データは示さず）。 
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考 察 

本研究では、セメント質および歯根再生の実現に向けた再生医療技術の確立を目指

し、ヒト DSCsであるヒト歯小嚢幹細胞および歯根膜幹細胞に注目した。そして、MSCs

の特性を、in vitroと in vivoにおいて細胞生物学的に解析した。 

細胞増殖能評価の結果、DF群は PDL群と比較して高い増殖を示し、過去の報告 19, 

39)と一致していた。これは、歯小嚢が歯の発生途中に形成される未成熟な組織である

ために、その由来細胞である DF-EZ 群、DF-OG 群には、より未分化な細胞が多く存

在したためと考えられる。一方で、分離法の違いによる細胞増殖能には有意な差が認

められず、Tanaka ら 30)が報告した、酵素法で分離した PDL 細胞の方が outgrowth 法

で分離した PDL 細胞に比べ高い細胞増殖能を示すという結果とは異なっていた。本

研究で DF-EZ群、PDL-EZ群の分離に使用した酵素は collagenase（3 mg/ml）/dispase

（4 mg/ml）であり、Tanakaら 30)の報告で使用された trypsin–EDTA とは異なる組成で

あったことから、細胞の単離に差が生じた可能性がある。Jeon
40)らは、本研究と同じ

く collagenase（3 mg/ml）/dispase（4 mg/ml）を用いて分離した SHED（e-SHED）と、

outgrowth 法により分離した SHED（o-SHED）を比較し、細胞増殖において両者に明

らかな差は認められなかったと報告している。 

またフローサイトメトリーにおける細胞表面抗原解析では、全群に、MSCs マーカ

ーである CD106、CD146、CD166、CD29、CD105、CD44、CD90および Stro-1の発現

が認められ、過去の報告と一致していた 33, 34)。この結果は、MSCsの特性を有する細

胞が存在することを示唆している。一方で、CD14（単球マーカー）、CD31（内皮細胞

マーカー）および CD34（造血幹細胞マーカー）は陰性であり、我々が単離した細胞

集団には、いずれも血液系細胞の混入がなかったと考えられる。また Iwasaki ら 35)は、

酵素法により分離培養した PDLSCs は pericyte マーカーとして知られる CD146、

CD140b、NG2を発現し、マトリゲル上での臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）との供培養

において、HUVEC が形成した網状構造周囲に PDLSCs が接着する像が観察されたこ
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とから、PDLSCs は pericyte 様の性質を有する可能性が示唆されたと報告している。

そこで本研究においても、pericyteマーカーである CD146、CD140b、NG2の発現を解

析した。その結果、採取組織に関わらず、酵素法で得られた細胞群（DF-EZ、PDL-EZ）

では、血管内皮接着分子である CD106、CD166、CD29、CD105と pericyteマーカーで

ある CD146、CD140b、NG2 の発現が高かった。この結果は、ヒト歯根膜から酵素法

により分離培養した PDLSCs は MSC マーカーと pericyte マーカーの両方に陽性であ

ったという Iwasaki ら 35)の報告と一致する。したがって本研究の結果は、outgrowth 法

で分離した細胞と比較し、酵素法で分離した細胞の中には多くの pericyte 様の性質を

持った細胞が存在していたことを示す。 

分化誘導前の RT-PCRにより、全細胞群で骨芽細胞関連遺伝子である Runx2、Type I 

collagen、Osterix、歯根膜関連遺伝子である Scleraxis、GDF5、Tenascin-N、Periostin、

セメント質関連遺伝子である CAP、CEMP1 の発現が認められた。これらの遺伝子発

現パターンから、本研究の細胞は、いずれも内在性に歯周組織関連細胞の特性を有し

ている細胞集団であることが示唆された。また、歯根膜関連遺伝子の 1 つである

Tenascin-N の発現は、DF 群と比較して PDL 群で顕著に高かった。この結果は、

Tenascin-N の発現は歯小嚢から歯根膜への分化段階で増加するという Nishida ら 41)の

報告と一致する。セメント質関連遺伝子である CAP、CEMP1 の発現は、本研究で用

いた 4 種類の細胞群と比較して、DP で著しく低かった。CEMP1 の発現は、DF 群と

比較して PDL群で高い傾向がみられた。CAP は、セメント芽細胞に発現している 65 

kDaのタンパク質であり、セメント質形成における関与が示唆されている 42)。CEMP1

は、cementum protein-23（CP-23）とも呼ばれ、セメント芽細胞、一部の歯根膜細胞、

歯根膜中の血管周囲に局在する細胞に強く発現していることが報告されている 43)。ま

た別の報告では、CEMP1 はセメント芽細胞関連細胞のマーカーであるだけでなく、

歯根膜細胞のセメント芽細胞への分化を制御すると言われている 44)。このことから、

本研究で用いた PDL-EZ群、PDL-OG群の細胞の一部には、セメント芽細胞へコミッ



 

 

21 

 

トした細胞が多く存在していると考えられる。また、ES 細胞や iPS 細胞の多分化能

の維持に関与する転写因子として知られている Nanog、Oct3/4、Sox2 は、全群で mRNA

の発現が認められた 45, 46)。これらの結果から、いずれの細胞群にもきわめて未分化な

細胞の存在が示唆される。 

多分化能の評価に関しては、骨芽細胞／セメント芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞への

各種分化誘導により、全群で組織特異的染色に陽性を示し、骨芽細胞／セメント芽細

胞、脂肪細胞、軟骨細胞への分化能が認められた。この結果は、Tanakaら 30)が報告し

た、outgrowth 法により分離培養した PDL 細胞は骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞への

分化はいずれもほとんどみられないという報告とは異なる結果となった。本研究では

さらに定量評価を行い、骨分化誘導においては DF 群、 脂肪分化誘導においては EZ

群で、それぞれ石灰化結節と脂肪小滴の形成量が有意に多かった。フローサイトメト

リーや RT-PCR、細胞増殖能の結果と合わせて考えると、DF群は未分化な細胞が多い

のに対し、PDL 群は分化の進んだ細胞集団であり、また、EZ 群は pericyte 様の特徴

を持つMSCs が多く存在する比較的均一な細胞集団であるのに対し、OG群は、ES/iPS

細胞関連遺伝子を発現する未分化な細胞から、歯根膜線維芽細胞やセメント芽細胞の

細胞系譜へコミットしているような前駆細胞まで存在するヘテロな細胞集団で構成

されている可能性が示唆された。 

移植による硬組織形成能の評価では、コラーゲンゲル／HA の担体と共に移植した

4 種類の細胞により、全群で HA 周囲に HTLT の形成がみられた。一方で、細胞を含

まないコントロールである担体のみの移植では、HA 周囲にこのような組織形成はみ

られなかった。細胞移植により形成された HTLT の周囲には、抗ヒト vimentin 抗体に

陽性反応を示す細胞が存在した。このことから、HTLT の形成には、移植した抗ヒト

vimentin 抗体陽性細胞の存在が必須であったと考えられる。しかしながら、ホストで

あるマウスの細胞も HTLTの形成に直接的・間接的に関与した可能性がある。 

HTLTはMasson’s trichrome 染色で青色に染色されたことから、コラーゲン線維を多



 

 

22 

 

く含むと考えられる 51)。細胞を含まない担体のみの移植によっても、Masson’s 

trichrome染色で青色に染色されるコラーゲン線維が観察された。細胞移植により形成

された HTLTを構成するコラーゲン線維は、移植細胞が形成したもののみとは限定で

きず、ホストであるマウス由来のものも含まれた可能性がある。 

本研究と同じように担体と共にヒトのセメント質由来の細胞を免疫不全マウスの

皮下に移植した報告では、骨髄由来の間質細胞の移植により形成された骨組織とは異

なり、基質には層状構造と血管侵入のないセメント質様組織が形成された47)。本研究

でDF-EZ群、PDL-EZ群、PDL-OG群によりマウス皮下に形成されたHTLTも、基質が

層状構造を欠き、血管の侵入もみられなかった。また抗CAP抗体に対して陽性反応を

示した。CAPはセメント質やPDL中のセメント芽細胞とその前駆細胞に特異的に発現

することが報告されている42)。このことから、本研究の移植片中にはセメント質様組

織（cementum-like tissue; CLT）が形成されたと考えられる。OPNはαVβ3 integrinを介

し、セメント芽細胞の細胞外基質への接着に関与しているといわれている48)。また、

OCNはセメント芽細胞の成熟型への最終分化に関与すると考えられている49)。DF-EZ

群、PDL-EZ群、PDL-OG群の移植片中に形成されたCLTは、抗OPN抗体に陽性で、弱

いながらも抗OCN抗体とも反応したことから、移植により形成されたCLTは、比較的

石灰化度が低い硬組織であると考えられる。 

またセメント質は有細胞セメント質、無細胞セメント質の2種類に大別される50)。

PDL-OG群の移植片中に観察されたCLTは、細胞成分を欠く基質と、基質中に細胞が

埋入された基質の2種類に分類された。前者は無細胞セメント質、後者は有細胞セメ

ント質に近似した組織と考えられる。この有細胞セメント質様硬組織は、他の細胞種

の移植では一例も認められなかった。このことから、PDL-OG群は他群よりもセメン

ト質形成能が高いことが示唆された。 

PDL-EZ群の移植片中のCLTにも、抗ヒトvimentin抗体陽性の細胞を認めた。これら

の細胞は細胞塊を形成し、PDL-OG群の移植片でみられた一つ一つが単独に存在する
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埋入細胞や、ヒト生体の有細胞セメント質内にみられる典型的なセメント細胞の局在

とは異なっていた。 

一方、DF-OG群の移植片では形成される組織量が少なく、抗CAP抗体との反応もほ

とんどみられず、セメント質としての特性が不十分な組織が形成された可能性がある。

in vitroの結果を考え合わせると、PDL群はDF群と比較してセメント芽細胞・前駆細胞

系譜へコミットした細胞が多く存在し、これらがセメント質様組織の形成に寄与した

と考えられ、DF-EZ群はDF-OG群よりもMSCsが多く存在するため、同じDFに由来す

る細胞であっても、より多くの細胞がセメント芽細胞へ分化しCLTの形成に寄与した

可能性が考えられる。 

以上の結果より、DF-EZ群、DF-OG 群、PDL-EZ群、PDL-OG 群はいずれも MSCs

の性質を有し、歯や歯周組織の再生に有用となりうるが、特に生体内におけるセメン

ト質の再生には、PDL-OG群が有力なバイオリソースと考えられる。 
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結 論 

本研究で得られた 4種類の細胞集団は、全群が間葉系幹細胞マーカーに陽性で、未

分化維持関連遺伝子を発現し、多分化能を持つことから、いずれの細胞群にも間葉系

幹細胞の存在が示唆された。また、これらの 4種の細胞集団は、すべて硬組織形成能

を有しており、セメント質関連遺伝子も発現していたことから、いずれも歯や歯周組

織の再生に有用なバイオリソースと考えられた。特に、PDL-OG群はセメント質形成

能が高いことが示唆された。  
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Figure legends 

 

Fig. 1 Morphological characteristics and proliferation of DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ and 

PDL-OG cells.  (A) Appearance of adherent clonogenic cell cluster formed by EZ-treated 

cells after 14 days of culture.  (B) Appearance of explants and outgrown cells.  The cells 

outgrew from the DF or PDL tissue after from 2 to 4 days of culture.  The explant of 

PDL-EZ is shown as representative sample.  Scale bars=100µm.  (C) Growth curves for 

DF-EZ, DF-OG PDL-EZ and PDL-OG cells during 12 days of culture.  DF-derived cells 

exhibited significantly greater growth than PDL-derived cells, while no significant differences 

were observed between EZ-treated cells and OG-treated cells.  Data were obtained from 

three independent experiments, with all samples run in triplicate.  The data are represented 

as mean ± standard deviation (*P < 0.05). 

 

Fig. 2 Flow cytometric analysis of cell surface antigen expression in DF-EZ, DF-OG, 

PDL-EZ and PDL-OG cells.  (A) Expression of CD29, CD44, CD90, STRO-1, CD14, 

CD31, CD34 in DF and PDL cells.  Representative results among three independent 

experiments are shown.  (B) Y-axis indicates the percentage of positive cells. The 

expressions of CD105, CD146 and CD166 differed significantly between the two isolation 

methods.  The expression levels of pericyte markers, CD140b and NG2, were significantly 

higher in EZ-treated cells than in OG-treated cells.  The data are represented as mean ± 

standard deviation (*P < 0.05). 

 

Fig. 3 Gene expression profiles in DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ and PDL-OG cells.  (A) 

Marker genes for pluripotent stem cells (Nanog, Oct3/4 and Sox2) osteogenic cells (Runx2, 

Type I collagen and Osterix) and PDL (Scleraxis, GDF5, Tenascin-N, Periostin) were 



 

 

33 

 

examined by RT-PCR before induction of cell differentiation.  (B) The results of 

semi-quantitative RT-PCR before induction.  All four types of cells expressed CAP and 

CEMP1 (specific markers for cementum) before induction.  The expressions of these 

markers were hardly expressed in the cells derived from human dental pulp (DP). 

 

Fig. 4 In vitro multilineage differentiation of DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ and PDL-OG 

cells.  (A-D) Alizarin red staining indicating the deposition of mineralization in DF-EZ (A), 

DF-OG (B), PDL-EZ (C) and PDL-OG (D) cells.  All cells were cultured in the osteogenic/ 

cementogenic induction medium for 3 weeks.  No mineralized nodule formation was 

observed in control culture (A-D inset). Scale bars=100 µm.  (E) Quantification of Alizarin 

Red S staining.  Dye accumulation data were obtained from three separate experiments, with 

all samples run in triplicate.  The data are represented as mean ± standard deviation (*P < 

0.05).  (F, G) Gene expression patterns of CAP (F) and CEMP1 (G) in DF-EZ, DF-OG, 

PDL-EZ and PDL-OG cells after 3 weeks of culture in the osteogenic/cementogenic induction 

medium.  The gene expression level of DP was set as the control (normalized to one).  Data 

were obtained from three independent experiments, with all samples run in quadruplicate. 

Representative results are shown.  The data are represented as mean ± standard deviation (*P 

< 0.05).  (H-K) Oil red O-staining indicating lipid clusters in DF-EZ (H), DF-OG (I), 

PDL-EZ (J) and PDL-OG (K) cells cultured in the adipogenic induction medium for 3 weeks. 

No lipid clusters were observed in in control culture (H-K inset). Scale bars=100 µm.  (L) 

Quantification of Oil Red O staining. Dye accumulation data were obtained from three 

separate experiments, with all samples run in triplicate.  The data are represented as mean ± 

standard deviation (*P < 0.05).  (M-X) Chondrogenic differentiation.  (M–P) Alucian Blue 

staining. (Q–T) Safranin O staining.  (U–X) Immunohistochemical staining for type II 

collagen.  (M, Q and U) DF-EZ cells.  (N, R and V) DF-OG cells.  (O, S and W) 
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PDL-EZ cells.  (P, T and X) PDL-OG cells.  Scale bars=50 µm. 

 

Fig. 5  Histological observation of transplants of DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ and 

PDL-OG cells.  (A–E) Hematoxylin and eosin staining.  (F–J) Masson’s trichrome 

staining.  Transplants of carrier (HA and collagen gel) solely are shown in A and F.  

Transplants of carrier with DF-EZ (B and G), or DF-OG (C and H), or PDL-EZ (D and I) or 

PDL-OG (E and J) cells.  Hard tissue-like structures are shown between arrows in B-E and 

G-J.  Blood vessels are shown as v in A, F and J.  Boxed areas in E and J are shown in 

higher magnification in each inset, and embedded cells are shown by arrowheads.  HA: 

hydroxyapatite.  Representative sections are shown (n=5).  Scale bars=100 µm. 

 

Fig. 6 Immunohistochemical staining of transplants of DF-EZ, DF-OG, PDL-EZ and 

PDL-OG cells.  Immunohistochemical staining for vimentin (A-E), osteopontin (F–J), 

osteocalcin (K–O), and cementum attachment protein (CAP) (P–T).  (A, F, K and P) 

Transplants of carrier (HA and collagen gel) solely.  Transplants of carrier with DF-EZ (B, G, 

L and Q), or DF-OG (C, H, M and R), or PDL-EZ (D, I, N and S) or PDL-OG (E, J, O and 

T) cells.  Hard tissue-like structures are highlighted by dotted lines in B-E, G-I, L-N and 

Q-S, and also between arrows in E, J, O and T.  Boxed areas in D, E, O and T are shown in 

higher magnification in each inset, and embedded cells are shown by arrowheads.  Note that 

these embedded cells formed cluster in PDL-EZ transplants (in D) but were seen isolated in 

PDL-OG transplants (in E, J, O and T).  HA; hydroxyapatite, OPN; osteopontin, OCN; 

osteocalcin; CAP; cementum-attachment protein.  Representative sections are shown (n=5).  

Scale bars=100 µm. 
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Table 1 Primer sequences for RT-PCR analysis 

Abbreviations: Runx2, gene encoding runt-related protein 2; GDF5, gene encoding growth differentiation factor 5; 

CAP, gene encoding cementum attachment protein; CEMP1, gene encoding cementoblastoma-derived protein 1; 

GAPDH, gene encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 


