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研究成果の概要（和文）：　本研究では、抜歯に至った歯に口腔外で新たに歯周組織を作製することを試みた。
　まず、エピジェネティクス薬剤で歯根膜由来マラッセ上皮細胞から幹細胞様前駆細胞を作製し、歯髄細胞、臍
帯静脈内皮細胞と１週間共培養した。その結果、歯根膜関連遺伝子および間葉系幹細胞関連遺伝子のmRNA発現上
昇傾向を認め、メチル化レベルの有意な低下を認めた。以上から、エピジェネティクス薬剤で歯根膜に類似した
細胞集団へ誘導可能なことが示唆された。これらの細胞集団から細胞シートを作製し、抜去歯根面へ生着させ
た。人工骨補填材ブロックへの結合を試みたが、良好な結果は得られなかった。今後の更なる検討が必要であ
る。

研究成果の概要（英文）： In this study,  the preparation of new periodontal tissue on the extracted 
tooth outside the oral cavity was attempted.
 First, the progenitor stem-like cells were prepared from the  epithelial cell rests of Malassez 
derived from the periodontal ligament by stimulation with epigenetic agents, and co-cultured with 
dental pulp cells and umbilical vein endothelial cells for 1 week. The tendency of increasing mRNA 
expression of periodontal ligament-related genes and mesenchymal stem cell-related genes was 
observed, and the significant decreased levels of methylation were observed. These results indicated
 that epigenetic agents might induce the cell population similar to the periodontal ligament.  The 
cell sheet was prepared from these cell populations and engrafted on the extracted root surface. 
Attempts were made to bond to the artificial bone filling material block, but good results were not 
obtained. Further investigations are needed in the future.

研究分野：口腔再生医学

キーワード： エピジェネティクス　歯周組織再生　口腔外歯周組織再生ユニット
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果は、歯周病で喪失される歯根膜を、歯髄細胞から作製する可能性を示した基礎的データであり、将
来的に、治療困難な重度歯周炎の歯に対して、歯髄細胞を応用して新たな歯根膜を作製することで治療が可能に
なるかもしれないという、臨床に向けた学術的意義を有するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、医療の分野では臓器再生を目指した研究が進められている。歯科では大きく分けて、①
歯牙そのものの再生と②歯根膜の再生を目指した研究が行われてきている。①歯牙そのものの
再生に関しては、３次元器官原基法を用いた歯の機能的再生が報告されて以降（文献①）、歯胚
を用いた歯の再生研究が進められている（文献②）。 
また、②歯根膜の再生に関しては、GTR 法やエムドゲインなどの歯周組織再生療法に加え、近
年、歯根膜細胞シートを用いた歯根膜再生への研究が進められている（文献③）。失われた歯根
膜を再生させる歯周組織再生療法は、中等度歯周炎までの歯周組織が残存している状態でなけ
れば困難であり、抜歯せざるを得ない程に進行した重度歯周炎症例において口腔内で歯根膜を
再生させることは難しい。また、抜歯に至った場合には、現状では欠損補綴による治療法を選択
せざるを得ない。近年，歯髄に存在する歯髄幹細胞は induced pluripotent stem (iPS) 細胞な
どの様に再生医療への応用可能性が示唆されている。歯髄は歯根膜と違い，抜歯に限らず抜髄処
置によって採取することも可能であるため，再生医療への応用としては歯根膜より容易である。
歯髄には、歯根膜の主体でもある線維芽細胞をはじめとして、血管内皮細胞や神経線維、骨芽細
胞、象牙芽細胞など様々な細胞が混在することから、歯根膜に必要な脈管構造の再現構築に適し
ていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、抜去歯を用いて口腔外における歯周組織の再生ユニットの作製を行うことを目的と
した。 
これまで、細胞シートを抜去歯根に巻きつけ、マウスに移植することで歯根面に歯根膜が作製
されたという報告はある（文献④）。しかしながら、実際に歯周病患者に移植するケースを想定
すると、歯周病によって周囲の歯槽骨は破壊されている為、歯根膜の増殖に必要な間葉系組織が
不十分な環境となっている。 
そこで、口腔外において、抜去歯と人工骨、その間に歯髄細胞を用いて新たに形成する人工的
な歯根膜細胞という歯周組織のユニットを作製し、これらを結合させることで、歯科用インプラ
ントのように、患者自身の抜去歯を歯周組織ごと再び口腔内に埋入することが可能となる、新た
な実験系を考案した。歯髄には歯根膜に必須の上皮成分であるマラッセ上皮細胞が存在しない
ことから、本研究では、歯髄細胞を主体として人工的な歯根膜様細胞を作製するために、歯根膜
由来のマラッセ上皮細胞にエピジェネティクス技術を応用して上皮間葉相互作用を促進し、さ
らに脈管構造を増強するためのヒト臍帯静脈内皮細胞も応用することとした。 
 
３．研究の方法 
(1)実験１. エピジェネティクス薬剤によるマラッセ上皮由来幹細胞様前駆細胞の作製 
ブタ下顎臼歯から単離培養した歯根膜のマラッセ上皮細胞のエナメルマトリックス分泌能や幹
細胞特性を増強するために、エピジェネティクス薬剤の 1 M 5-Azacytidine (5Aza) と 2 mM バ
ルプロ酸で 1週間処理することで、幹細胞に近い幹細胞様前駆細胞へ誘導した。 
 
(2)実験２. 歯髄細胞と臍帯静脈内皮細胞、マラッセ上皮由来幹細胞様前駆細胞の上皮間葉細胞
集団の作製による歯根膜様細胞への誘導 
歯髄には歯根膜に必須の上皮成分であるマラッセ上皮細胞が存在しないことから、人工的な歯
根膜様細胞を作製するために、ブタ下顎臼歯から培養した歯髄細胞と、実験１で作製したエナメ
ルマトリックス分泌能や幹細胞特性を有した幹細胞様前駆細胞、さらに脈管構造を増強するた
めのヒト臍帯静脈内皮細胞を細胞比 20:10:1 で 1週間共培養を行い（共培養群）、歯根膜様細胞
への誘導を試みた。培養は、比較のために以下の各培養条件下で行った; 歯髄細胞単独培養群;  
歯根膜細胞単独培養群; 共培養群。 
 
(3)実験３. 歯根膜様細胞における mRNA 発現解析 
歯根膜様細胞への誘導における mRNA 発現解析を、定量的 RT-PCR（quantitative real-time RT-
PCR, qRT-PCR）法により行なった。実験２の歯根膜様細胞への誘導において、1週間培養した各
細胞群から total RNA を抽出し、cDNA を合成した。得られた cDNA は，歯根膜関連遺伝子である
Msx1、Msx2、Ncam1、Periostin、S100a4、間葉系幹細胞関連陽性遺伝子である Cd29、Cd90、Cd105、
および内在性 Control である Gapdh のプライマーを作製後、各 mRNA 発現レベルを定量的に検討
した。 
 
(4)実験４. 歯根膜様細胞における DNA メチル化解析 
歯根膜様細胞への誘導において、5Aza のエピジェネティクス 作用である DNA メチル化への影
響を確認するために，定量的メチル化特異的 PCR (quantitative methylation-specific PCR, 
qMSP) 法による DNA メチル化解析を行った。qMSP 法を行うために，UCSC Genome Browser にて



CpG islands が存在した歯根膜関連遺伝子の Msx1，および間葉系幹細胞関連陽性遺伝子の Cd29 
について, Meth Primer による MSP プライマーを設計後、 Bisulfite 処理された DNA を用いて
qMSP 法による DNA メチル化解析を行った。 
 
(5)実験５. 積層人工的歯根膜様細胞シートの作製 
上皮−間葉相互作用を増強させるために、積層された人工的歯根膜様細胞シートを作製した。実
験２で共培養した人工的歯根膜様細胞を細胞シート回収用温度応答性細胞培養器材（UpCell, セ
ルシード）によって培養した。コンフルエントになったところで、吸水性膜（CellShifter, セ
ルシード）により細胞をシートとして回収した。回収された細胞シートを別に培養していた人工
的歯根膜様細胞上に移し、『共培養細胞群の細胞シート』＋『別の共培養細胞群の細胞シート』
の共培養という培養形式にした。これを繰り返し、最終的に３層の『共培養細胞群の細胞シート』
を作製した。 
 
(6)実験６. 抜去歯根面への積層人工的歯根膜様細胞シートの貼り付け 
抜去歯の採取は、北海道医療大学歯学倫理審査委員会の承認を得て行った。抜去歯の除菌処置
として、抗菌薬溶液中で 2分間の超音波洗浄後 20%EDTA により 10分間処理し、α-MEM 培地中に
保管した。その後、積層人工的歯根膜様細胞シートを歯根面に貼り付け、12 時間以上培養を行
った。 
 
(7)実験７. 抜去歯と骨補填材ブロックとの共培養による歯根膜増生能・結合能の検討 
細胞シート付着歯根をトリミングされた骨補填材ブロック（ネオボーン, Aimedic MMT）に埋入
し、歯根膜様細胞の増殖・結合程度を観察した。 
 
４．研究成果 
(1)結果１. 歯根膜様細胞における mRNA 発現解析（図１） 
歯根膜様細胞における mRNA 発現解析の結果、共培養群では歯髄細胞単独培養群に比べ歯根膜
関連遺伝子の Msx1、Msx2、Ncam1、Periostin、S100a4、間葉系幹細胞関連陽性遺伝子の Cd29、
Cd90、Cd105 において mRNA の発現上昇傾向を認めた（*p < 0.05、Kruskal-Wallis 検定）。 
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図１.歯根膜様細胞におけるmRNA発現解析



 
(2)結果２. 歯根膜様細胞における DNA メチル化解析（図２） 
qMSP 法による DNA メチル化解析の結果、歯根膜関連遺伝子の Msx1 および間葉系幹細胞関連陽
性遺伝子の Cd29 は、共培養群では歯髄細胞単独培養群に比べメチル化レベルの有意な低下を認
めた (**p < 0.01、カイ二乗検定)。このことから、共培養群における Msx1 および Cd29 の遺伝
子発現変化には，5Aza による DNA メチル化変化の効果が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)結果３. 抜去歯と骨補填材ブロックとの共培養による歯根膜増生能・結合能の検討 
細胞シート付着歯根と骨補填材ブロック（ネオボーン, Aimedic MMT）の結合程度を観察した結
果、明らかな結合を確認することができなかった。 
 
以上のことから、本研究では、エピジェネティクス技術を応用することで歯髄細胞を主体とし
た人工的な歯根膜様細胞を作製することが可能であることが示唆された。しかしながら、人工的
歯根膜様細胞シート付着歯根と骨補填材ブロックとを結合させることはできなかった。このこ
とから、実験条件などについて、今後の更なる改良・検討が必要であると考えられた。 
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