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研究成果の概要（和文）：歯根の多根化は上皮性根間突起とそれに関連して形成される髄下葉の

よってなされる。マウスとラットを用いて多根化の形成過程を whole-mount および切片での

in situ hybridization、免疫組織化学、ヘマトキシリン染色によって観察した。上皮性根間突起

の形成には特殊な遺伝子カスケードが存在することがわかった。また髄下葉は島嶼状に形成さ

れるが、その際の細胞分化機構は歯冠部に観察されるものと一部類似していた。 
 
研究成果の概要（英文）：Multi-root formation consists of both epithelial projection and 
subpulpal lobe formation. The process of the multi-root formation was examined by in situ 
hybridization, immunohistochemistry and hematoxyline staining in mice and rats. As a 
result, it is considerable that a specific genetic cascade controlled epithelial projection 
during multi-root formation. Moreover, subpulpal lobes are formed island-like and cell 
differentiation during subpulpal lobe formation is similar to that of tooth crown dentin 
formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに行なった歯と歯周組織の再生
に関する研究で、マウス下顎第一臼歯を
reaggregation 法によって再生させたところ、
再生歯の歯冠形態は in vivo に類似している
が、単根歯のみが形成され、in vivo（２根）
とは異なっていた。また培養実験では、単根
歯あるいは多根歯が形成されるかは培養す

る歯胚の発生段階により異なっていること
が判った。これらの結果から、歯胚は本来単
根を形成する能力しか持たないが、発生過程
で多根化する因子を獲得する、あるいは元々
多根化する潜在能をもち、それが発生過程で
何らかの要因により発現されると考えるこ
とができる。しかし歯根の多根化に関する研
究は、これまでの歯の形態形成研究の中で最



も研究されていない分野の一つである。 
 
２．研究の目的 
 多根化の機構の解明の為に 
①硬組織からみた多根化形成過程の観察 
②上皮性根間突起形成に関わる上皮細胞分
裂 
③上皮性根間突起およびその他の領域での
シグナル遺伝子の発現 
④髄下葉形成に関わる象牙芽細胞の分化 
について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

実験動物としてマウスとラットを用い、両
動物共に下顎第一臼歯を観察対象とした。な
お本実験の遂行に当たっては日本大学松戸
歯学部動物実験委員会の承認（承認番号
06-0010）を受けている。 
①硬組織からみた多根歯形成過程の観察 
 歯胚を摘出し、次亜塩素酸処理後、ヘマト
キシリン染色を施して髄下葉（象牙質根間突
起）の形成を実体顕微鏡観察した。 
②上皮性根間突起形成に関わる上皮細胞の
細胞増殖 

マウスの臼歯を摘出後 4%パラフォルムア
ルデヒドで固定し、抗 p75 抗体および抗 Ki67
抗体による歯胚全体およびパラフィン包埋
後の薄切切片に免疫組織化学を施した。 
③上皮性根間突起およびその他の領域での
シグナル遺伝子の発現 
 マウスの臼歯を摘出後 4%パラフォルムア
ルデヒドで固定し、Shh と Fgf10 の発現を
whole-mount in situ hybridization で観察
した。 
④髄下葉形成に関わる象牙芽細胞の分化 
 ラットの臼歯を摘出後、4%パラフォルムア
ルデヒドで固定し、抗 Hsp25 抗体および抗
amelogenin 抗体による免疫組織化学を行な
った。 
 
４．研究成果 
①硬組織からみた多根歯形成過程の観察 
 マウス：マウスでは生後 7日目から頬側と
舌側から象牙質根間突起が形成され始め、生
後 10 日目には象牙質根間突起は癒合し、複
根が形成された。 
 ラット：ラットでは生後 8日目から象牙質
根間突起が形成されるが、12 日目には歯胚の
中央部に島嶼状に髄下葉が形成されていた。
この髄下葉は大きくなると共に象牙質根間
突起と癒合し、多根が形成された。 

本結果から上皮性根間突起形成に関する
研究にはマウスが、髄下葉形成に関する研究
にはラットが適していると考えられた。その
ため②、③についてはマウス歯胚を、④には
ラット歯胚を用いることとした。 
②上皮性根間突起形成に関わる上皮細胞増

殖 
 抗 p75 抗体および抗 Ki67 抗体による
whole-mount 免疫組織化学では上皮性根間
突起を含む根端を取り巻く Hertwig 上皮鞘
全体に陽性反応が観察された。免疫陽性細胞
の数は生後 5日で上皮性根間突起形成部で多
く観察された。 
③上皮性根間突起およびその他の領域での
シグナル遺伝子の発現 
 Shh は他の領域と比較して上皮性根間突
起での発現は弱かった。また Fgf10 は上皮性
根間突起形成領域の間葉ではあまり発現し
ていないが、その他の領域においては強い発
現が観察された。 
④髄下葉形成に関わる象牙芽細胞の分化 
 抗 Hsp25 抗体による切片での免疫組織化
学では、髄下葉形成領域の歯乳頭細胞が早期
に象牙芽細胞に分化するのが観察された。ま
た象牙芽細胞の分化に先立ち、上皮性根間突
起の内エナメル上皮が抗 amelogenin 陽性産
物を分泌しているのが観察された。 
 
 以上、4 項目にわたる実験結果から以下の
ことが考えられた。 
①歯根の多根化には髄下葉を形成したのち
に髄下葉と象牙質根間突起の癒合により多
根化するもの（ラット、ヒト、ブタなど）と
髄下葉が形成されること無く上皮性根間突
起下に形成された象牙質根間突起の癒合の
みにより多根化するもの（マウスなど）とが
ある。実験動物として頻用されているマウス
とラットについて考えると、ラットは３根以
上を有することから、上皮性根間突起が多く
出現することなり、その形成状態は複雑であ
る。一方マウスでは２根であるため、2 本（頬
側と舌側）のみの上皮性根間突起が出現する
ので、上皮性根間突起の出現、成長と消失の
過程や、種々シグナル遺伝子や蛋白の出現状
況を観察するのに容易である。しかし動物実
験からヒトの多根化を説明する場合には、髄
下葉をともなう多根歯形成を行なう動物の
情報が有用となる。従って象牙芽細胞の分化
を含めた髄下葉の形成研究のためにはマウ
スよりもラットが適している。 
②咬頭の分化に関して、元来一つの咬頭を持
った歯が癒合することにより多咬頭歯が出
来たという説がある。歯根に関して考えると、
元来歯は一つの咬頭と一本の歯根を有して
おり、これが癒合して多根化したと考えられ
るが、ヒトを含めたいろいろな動物において
咬頭の数と歯根の数は一致しないことが多
い。ヒトと同様に歯冠象牙質をエナメル質が
覆い、歯根象牙質をセメント質が覆う歯の形
態を持つ最初の動物はワニであり、ワニは円
錐状の咬頭一つと一本の歯根を有している。
したがってヒトを始めとする多根歯はワニ
からの進化過程で出来上がったものと考え



ることができる。これの事実は今後の多根化
研究は進化過程における各動物の状況（系統
発生学的検索）を踏まえた上で考えていかな
ければならないことを示している。 
③髄下葉形成に関わる象牙芽細胞の分化は、
歯冠象牙質形成に関わる象牙芽細胞と同様
な過程を経ることが観察された。しかし髄下
葉は一つの塊として形成されるのではなく、
島嶼状にいくつも形成され、それぞれが癒合
することにより大きくなっていく。これはか
なり近くに存在する歯乳頭細胞であっても
同時期に象牙芽細胞に分化するのではない
ことを示している。象牙芽細胞の分化には内
エナメル上皮との上皮‐間葉相互作用が関
わっている。Shh や Fgf10 の発現は上皮性根
間突起とそれ以外の部位で異なっていたが、
上皮性根間突起を形成する細胞間において
も象牙芽細胞の分化に働くシグナルの発現
状況は異なることが考えられるが、それを調
節する機構に付いては本研究では明らかに
することができなかったので、今後の研究を
進めていく所存である。 
④歯根の形態形成、特に多根化についてのメ
カニズムは歯の形態形成研究で最も行なわ
れていない分野の一つであるので、本科学研
究費補助金による研究において多根化につ
いて知見を得られたことは今後の歯の形態
形成に役立つものと考える。しかしながら本
研究では明らかにできなかったことが多い
のも事実であり、今後のこの分野での研究の
発展が待たれる。 
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