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研究成果の概要（和文）： 
野生型 BALB/cA マウスの歯根膜、内エナメル上皮、歯髄ならびに大腿骨由来の細胞株を樹立

した。エナメル上皮細胞にヒト乳歯歯髄由来の細胞を作用させると、アメロブラスチンを産生

するようになった。この細胞と歯髄の細胞を横に並べて接触させコラーゲンゲル内に入れ細胞

塊を作製し、ついで、これをヒトの歯根膜で包み、さらにその上をコラーゲンスポンジで巻い

て、我々が開発した潅流培養装置で ETFs を添加培養し、歯の再生に成功した。 
またヒトの骨髄を分散培養し、浮遊細胞を吸引除去し、接着性の細胞と細胞塊から out growth
する細胞を長期間培養し、その中から幹細胞を分離し細胞株を樹立した。このうち 3/27 株は免

疫不全マウスの皮下で 3 胚葉性テラトーマの作出したことから多分化能をもつ細胞であると思

われる。この細胞を懸濁培養し胚様体を作り、ETFs にて胚子様構造体を成育させたが、現在

まで歯の原基は見つかっていない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several cell lines derived from periodontal membrane, dental pulp, inner enamel 
epithelium and bone marrow of BALB/cA mouse were established. When the enamel 
epithelial cells were cultured in the growth medium supplemented with the products of 
human dental pulp cells, the enamel epithelial cells produced ameloblastin. The pellets of 
ameroblastin producing cells and dental pulp cells were inserted into the collagen gel 
adjoining each other. Then these constructions were enveloped with human periodontal 
membrane. Lastly, they were enveloped with collagen sponge and cultured GM 
supplemented with the ETFs by circumfusion apparatus.  
 We established 27 tissue stem cell lines derived from human bone marrow. Three of them 
made teratoma when they were transplanted into the subcutis of nude mouse. The stem 
cells were cultured by hanging drop method with ETFs, the embryoid bodies were 
developed. The embryoid bodies were brought up with ETFs to the embryo-like structures 
by circumfusion apparatus. However, there is nothing of the tooth germ structures yet. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）現在、世界的にも注目を集める歯の再

生研究は、その研究手法によってティッシ

ュ・エンジニアリングによるアプローチと、

発生学的アプローチの２つに大別すること

ができる。まず、前者はアメリカの Dr.Yelick

（フォーサイス研究所）のグループがよく知

られている。これは細胞と足場材料を組み合

わせて組織を再生させる方法で、ラットやブ

タの歯胚の細胞を生分解性の高分子材料に

播種して歯の原基を作製し、それをラットや

ブタの腹腔内に移植して、組織の形成を解析

する手法である(Arch Oral Biol 2005. J Dent 

Res 2004)。日本では上田実教授（名古屋大

学・東京大学）のグループが有名であるが、

その研究手法はアメリカのグループとほぼ

同じと考えてよい。一方、後者の発生学的ア

プローチによる歯の再生は、イギリスの

Dr.Sharpe（キングス・カレッジ、J Dent Res 

2004）、フランスの Dr.Lesot（ルイ・パスツ

ール大学、J Dent Res 2006）,日本の辻孝教

授（東京理科大学、Nat Methods 2007）のグ

ループがある。これらはいずれもマウスの胎

仔から発生途上にある歯胚を分離して、種々

の上皮と間葉の組み合わせによって歯の原

基を作り、これをマウスの腎被膜下に移植し

て、組織の形成評価をするものである。 

 このように熾烈な研究競争が繰り広げら

れている歯の再生研究ではあるが、未だに動

物実験レベルにとどまり、幹細胞から培養下

で歯の再生に成功したグループは存在せず、

ましてやヒトの歯の再生に成功したグルー

プは皆無であり、未だ手つかずの状態といえ

る。その原因として考えられるのは、ヒトを

モデルとした再生研究において、ヒトサイズ

の大きさと正常形態を有する器官を作製す

る基盤技術がないことである。前述の動物実

験の報告では、歯の完全再生に向けて着実な

進歩を遂げてはいるものの、せいぜい１～

1.5 ミリのマウスの歯の大きさを制御するの

みであり、２～３センチのヒトの歯を再生さ

せ得る技術ではない。さらに歯を再生するた

めに胎児の歯胚から細胞を得るのでは生命

倫理的にもそのハードルは高い。マウスを用

いた従来法で、１０倍以上の大きさのヒトの

組織を構築するのは、歯に限らずいかなる臓

器でも不可能と思われる。そして従来のアプ

ローチである動物に移植して歯の再生を誘

導する研究手法は、ホストである異種動物由

来の免疫原性やウイルス感染等の危険性が

あり、さらに異種動物に移植したものを自己

の身体に戻すということに、我々の精神的・

生理的抵抗は否めない。研究材料として用い

ている歯胚の入手に関しても、ヒトの場合は

不可能といっても過言ではなく、たとえ両親

の許可が得られたとしても中絶胎児の歯胚

を利用することは困難である。このような多

くの問題を抱える医療に対して、厚生労働省

が認可を承認することは考え難いため、特に

規制の厳格な日本の医療において、従来の歯

の再生研究では、その実現は極めて困難と言

わざるを得ない。 

（２）我々は、さきにマウスの ES 細胞をメ

リカのジェロン社の特許に全く抵触しない

ように受精卵の胚盤胞の内細胞塊を用いず

マウスの２細胞期胚から樹立しこれを early 

ES(EES)細胞と命名した。さらにキメラマウ

スの作出にも成功し樹立した EES 細胞は多分

化能をもっていることを証明した（Human 

Cell 14;283-291,2001.平成 13 年日本組織培

養学会賞 受賞）。この EES 細胞を懸濁培養

し て 胚 様 体 を 作 り 、 さ ら に こ れ を

embryotrophic factors(ETFs)(Human Cell 

13;185-195,2000)存在下に潅流培養して胚

子様構造物を成育させることに成功し公表

している（平成 14 年 日本ヒト細胞学会賞 

受賞）。この胚子様構造体には心臓原基をは

じめ各種器官・臓器の原基（脳、眼、脈絡叢、

消化管、肝臓、気管、軟骨、骨など）が存在

しており、ここから肝臓の原基を採って培養

すると、肝臓の構成細胞を one set 得ること

ができ、これを増殖させれば肝再生医療に用

いることができる。実際、肝不全ラットにこ

の細胞を移植し肝不全ラットの寿命を著し

く伸ばすことに成功している（日本ヒト細胞

学会賞 受賞）。 

 
２．研究の目的 
総務省が発表した「社会生活基本調査」によ

れば、我が国の高齢者の数は２，４００万人

にのぼったという。高齢者は、歯周病、外傷

または加齢により歯が脱落することが多い。

近年では糖尿病などの全身疾患との関連も

指摘されている。歯の喪失後はそのまま放置

したり、ブリッジや義歯またはインプラント

に頼ることが多いが、これらではそしゃく能

力が低下して、噛みごたえを失い、料理の味

を悪くするというクレームがよく聞かれる。

またインプラント後に周囲の骨が吸収され

て、せっかく入れたインプラントが抜け落ち

てしまったという話も聞く。食事は単に栄養

を摂るだけではなく、QOL を高めための最重



要な要素である。もし、加齢や病気により歯

が脱落した後に、自己の細胞から作った歯・

歯周組織を移植できれば QOL を高めるのにこ

の上ないことである。 

 そこで本研究の目的は、自己の骨髄の組織

幹細胞や抜去歯由来の組織幹細胞から培養

法を用いて免疫問題や感染の問題の全く生

じないオーダーメイドの再生歯を作ること、

そして、その移植法を開発することである。 

 
３．研究の方法 
ヒト骨髄より組織幹細胞を樹立し、この幹細

胞を懸濁培養（図 1）して胚様体を形成し、

これに embryotrophic factor (ETFs) を作用

させつつ灌流培養して培養液に浮遊性の胚

子様構造体を成育させる。この構造体中に存

在する歯胚原基を採取し、さらに灌流培養し

てヒトの歯を成育させる。また、ヒト再生歯

をヒトに最も近いとされるバブーンに移植

し、ヒトへの移植の基礎実験とする。本研究

は、自己骨髄の幹細胞から感染や免疫の全く

心配のない歯を作り、自己に移植することを

目的とする。そのための基礎実験としてマウ

スを使用する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1)骨髄由来の幹細胞株樹立：マウス大腿骨

由来の骨髄細胞は flush out 法で採取する。

ヒトの骨髄は骨折治療のためドリルで骨に

穴をあける際、自然に流出する骨髄を採取す

る。 

 (2)両者とも DMEM/F12 培養液(GM)にてピペ

ッティングし、静置培養する。およそ２４時

間後に培養液を交換し、以後、週２回の割で

ＧＭを交換する。付着細胞を長期間培養する

と、小型球形細胞からなるコロニーが出現す

るので、これを colonial cloning し幹細胞

株を樹立する。マウス骨髄由来の幹細胞株は

LIF を添加し、ヒト骨髄由来の細胞株は FGF2

を添加して未分化状態を維持する. 幹細胞

の分離に FACS を使用しないのは分離細胞の

ダメージと cell contamination を避けるた

めである。 

(3)幹細胞の同定：RT-PCR ならびに免疫不

全マウスの皮下へ移植し、３胚葉性テラトー

マの作出で確認する。 

(4)マウスの内エナメル上皮細胞は生後 3～5

日令の歯冠表層の細胞を分離し株細胞を樹

立する。 

(5)マウス抜去歯を静置培養し out growth 法

で歯根膜細胞株を樹立する。またヒト抜去歯

から歯根膜をカミソリメスではぎ取り細切

し out growth 法で細胞シートを作成する。 

(6)樹立した幹細胞をヌードマウスに移植し、

三胚葉性奇形腫の作出をもって、多分化能を

有する幹細胞であることを同定する。さらに

RT-PCRにて Nanog,Oct3/4,Sox2の発現をもっ

て再確認する。 

(7)幹細胞に ETFs を作用させ、懸濁培養によ

り胚様体を作出する。 

(8)胚様体をアロカ（株）製のチャンバーに

入れ、前述の ETFs 添加培養液で灌流培養す

る。再生歯の成長過程をビデオ撮影する（既

存のビデオ撮影装置を使用する）。 

(9)再生歯はマイクロ CT、光顕組織切片、免

疫染色、実体顕微鏡でその構造を解析する。 

(10)移植歯の host からの血行状態を観察す

るために、共同研究者の橋本尚詞が開発した

蛍光ゼラチン潅流法を使い、移植歯の歯髄内

への host からの血管新生を明らかにする（橋

本尚詞、Methods in Enzymology, 307, 1999）。 

(11)移植再生歯の生着状態は、軟エックス線

とマイクロ CT、及び光顕組織切片により移植

床との骨の結合状態を解析する。 

 

 

４．研究成果 

 野生型 BALB/cA マウスならびに c3H/He マ

ウスゆらいのCSAバリアント(Hspa9b遺伝子)

を発現する BALB/ｃA-csa コンジェニックマ

ウスから採取した歯根膜、歯髄、内エナメル

上皮、さらに大腿骨の骨髄を初代培養し、そ

れぞれの細胞株を樹立した。マウス由来の歯

根膜細胞は細胞シートを作りにくく、我々が

開発した歯根形成に使用するには不向きで

あった。マウス骨髄由来の幹細胞株を図２に

図２．マウス骨髄由来の幹細胞株 

図 1．懸濁灌流培養による胚子様構造体の作製 



示す。 

またヒトの骨髄を分散培養し、浮遊細胞を

吸引除去し、接着性の細胞と骨髄片から out 

growth する細胞を長期間培養し、その中から

幹細胞株（図３）を 27 株樹立した。このう

ち 3株は免疫不全マウスの皮下で 3胚葉性テ

ラトーマを作出したこと、また RT-PCR にて

Nanog,Oct3/4,Sox2 を発現していたから多分

化能をもつ細胞であると思われた。 

この細胞を懸濁培養し胚様体を作り、ETFs

にて胚子様構造体を成育させた（図４）が、

現在まで歯の原基は見つかっていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マウスのエナメル上皮細胞とヒト乳歯の

歯髄細胞を接触させると、その境界部のエナ

メル上皮細胞が増殖し球形細胞になる（図

５）。この細胞はついで接着細胞となり、ア

メロブラスチンを産生するようになった。 

アメロブラスチン産生・マウスエナメル上皮

細胞塊とヒト乳歯の歯髄細胞塊をコラーゲ

ンゲル内で接触培養し、ヒトの歯根膜細胞シ

ートで巻き、その上をコラーゲンスポンジで

巻いて ETFs 添加 GM で潅流培養すると硬組織

が再生された。マイクロ CT で観察すると、

エナメル様構造物に囲まれた歯髄様構造が

認められる（図７）。 

 

図４.ヒト骨髄幹細胞由来胚子様構造体 

 

 

図５．マウスのエナメル上皮細胞とヒト乳歯

の歯髄細胞を並置培養すると境界部のエナ

メル上皮細胞の形態が球形に変化する。 

 

ヒトの乳歯の歯髄細胞を初代培養すると、形

態的に様々な形の細胞が出現する。その多く

は同種の細胞ごとにコロニーを形成してい

る。そこから colonial cloning し、ゾウゲ

芽細胞の分離に成功した。この細胞は容易に

硬組織を形成した（図６）。そこでヒト乳歯

の歯髄細胞を再生歯の作製に使用すること

とした。 

 

図６．ヒト乳歯由来の歯髄細胞はゾウゲ様構

造物を作る 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．培養で作製した完全再生歯（約５ｍｍ）  

 

 

図３．ヒト骨髄由来の組織幹細胞 

RT-PCRにてNanog, Oct3/4,Sox2の発現

が認められた。 

 



アロカ（株）の大山先生が作製した潅流培養

装置。上部の 2つは４℃に冷却している ETFs

入り培養液。下の 2 本の瓶は排液瓶である。

冷却された培養液は細いチューブでチャン

バーに導入され、チャンバー周囲のアルミ板

内を通過する過程で 37℃に加温される。その

設計図を（図８）に示す。 
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