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研究成果の概要（和文）： 3年間の研究期間において，以下の事を明らかとした。初年度においては，

ブタ/ヒト歯小嚢細胞，ヒト歯根膜間葉系幹細胞，ヒト歯髄間葉系幹細胞の単離と効率的な培養方法の

開発。 次年度においては，歯髄細胞から象牙質塊を作製するための適した担体の模索。最終年度

はブタの歯胚から採取したエナメル上皮細胞，歯髄細胞および培養歯小嚢細胞による疑似歯胚を作

製し，人工的に作製した疑似歯槽陥凹モデルに疑似歯胚を移植することで歯周組織様構造を持つ歯

根の再生技術の確立を試みた。 

 
研究成果の概要（英文）：We performed a series of experiment for a development of method to 
generate a tooth-root with periodontium in the limited three years. In the first years, we developed the 
method to isolate and culture the dental follicle-derived cells, human periodontal ligament-derived, 
and human pulp-derived mesenchymal cells. In the second year, the suitable scaffolds to generate 
dentin tissues were examined using dental pulp-derived mesenchymal cells. In the last year, we create 
the bone trunk and implanted the mimic tooth germ including enamel organ-derived, dental 
pulp-derived, and dental follicle-derived cells in the bone trunk. After implantation, periodontal 
ligament-like tissue on the surface of cementum-like tissues was observed in the bone trunk. 
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１．研究開始当初の背景 

第一の背景として，胎生期の歯胚細胞を用い

ると歯は容易に再生することは，他の施設より報

告されているが，胎生期の歯胚を臨床に応用す

ることは，歯胚の入手が困難であることから難し

いと考えられる。 

第二の背景として，胎生期の歯胚を獲得する

ことは困難なので，我々は以前から，生後のブタ

歯胚細胞を用いた歯の再生法の確立を目指し
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ていた。しかし，歯冠の形態を再現できるような，

完全な歯の再生は困難であることが分かってき

た。その点について，具体的に説明したい。  

2002 年に報告した生後の歯胚細胞による歯

の再生法では（Young et al.J Dent Res.2002）、1

つの担体の中に，異常な形態をもつ歯の組織が

何個も再生する頻度が高いという問題が残され

ていた。 (Honda et al. Arch.Histo Cyto 2005, 

Sumita et al. Biomaterials 2006)。その後、研究

代表者は、歯胚細胞の担体にコラーゲンスポン

ジ が 有 効 で あ る こ と （ Sumita et al. 

Biomaterials,2006）などを明らかにしたが、歯冠

の形態は制御できなかった。すなわち、多くの場

合正常な歯冠形態を再生できないということであ

る。 

しかし，2002年から 10年間の研究の中で，歯

胚から採取した歯胚上皮細胞と歯髄細胞を個々

に播種すると，担体中に一つの象牙質塊ができ

ることを発見し（Honda et al. Biomaterials 2007），

この象牙質塊の周囲に歯周組織を再生すること

で、天然歯と類似する歯根が再生できるという発

想が生まれ，今回の研究の申請に至った。 

 
２．研究の目的 

今回申請する研究の最終的な目標は、臨床

に一日でも早く応用できるような歯の再生技術を

確立することであった。背景でも述べたように，

歯周組織を備えた歯根再生法は、完全な歯の

再生法を開発するよりも早期に臨床応用が可能

になると考られる。この治療法を我々は “細胞

製歯根による咬合回復”と呼び，新規歯の再生

療法を開発に着手した。 

３．研究の方法 

(１) 歯周組織再生に必要な細胞源の確保 

(ブタ組織） 

① 歯小嚢細胞の効率的な培養法の確立     

歯冠形成期歯小嚢前駆細胞の効率的な培養

方法を模索するために，タイプ I コラーゲン、タイ

プ IVコラーゲン、フィブロネクチンおよびラミニン

をコートした培養皿で培養し，アルカリフォスファ

ターゼ活性や硬組織関連遺伝子群の発現を確

認することで，最適な培養条件を見出す。次に，

担体に播種して移植することで硬組織形成能を

持つことを確認する。 

② ヒト歯根膜間葉系幹細胞の単離 

一方で，萌出した歯のどこから，細胞を確保

するかを考えた場合，歯根膜組織が歯周組織

再生に必要な細胞源となる。そこで，歯小嚢同

様に，FACS を用いて歯根膜幹細胞のマーカを

用いて前駆細胞を採取する。この実験では，ヒト

の歯を解析した。その理由はヒトから入すること

が可能となったからである。矯正治療にて，抜歯

が必要となった患者より，同意を得た後に，小臼

歯の歯根部に付着する歯根膜組織を採取する。

幹細胞マーカーによって単離後に多分化能を

評価することで，間葉系幹細胞であることを確認

する。 

（２） 歯根再生の基となる象牙質塊の作製 

①象牙質再生に必要な象牙芽細胞を得るた

めに歯髄前駆細胞の採取 

ブタ組織ー歯冠形成期の歯髄から酵素処理

にて，細胞を単離，コロニー形成能がある細胞

を分離，培養することで，前駆細胞を獲得する。 

 ヒト組織ーヒト歯髄間葉会幹細胞のマーカーと

FACSにて，間葉系幹細胞を単離・培養し，前駆

細胞を獲得する。 

 
 ② 象牙質塊作製の最適な担体の選択 

ある一定の大きさを持つ組織の再生に担体を

応用する。担体は硬組織に有利と考えられるハ

イドロキシアパタイトの含有の有無と孔経の違い

によって 4 種類作製した。評価方法は，（１）にて

獲得した歯髄の前駆細胞を播種して，免疫不全

マウスの背部皮下に移植することで，担体に新

生する硬組織量と質をマイクロＣＴにて測定す

る。 

硬組織形成の評価時期は，移植後 16 週とし

て，試料を取り出した。 



 

 

  

（３）歯周組織再生法の確立 

 ① 疑似歯胚の作製 

 エッペンドルフチューブ内にて，培養歯小嚢細

胞，歯髄前駆細胞，エナメル上皮前駆細胞によ

って，疑似歯胚を作製する。 

 初めに，培養歯小嚢細胞のペレットを絵ペンド

ルフチューブの最下部に作り，その上部に，歯

髄前駆細胞のペレットを乗せて，その上に，歯冠

形成期の歯胚から採取したエナメル上皮前駆細

胞（採取方法は Honda MJ. Arch Oral Biolo 2

006にて確立)のペレットを乗せる。最後に，もう一

度，培養歯小嚢細胞のペレットにて覆い疑似歯

胚を完成させる。 

 

② 疑似歯胚を移植する歯槽窩の作製  

 今回作製した疑似歯胚はブタ歯胚から採取し

たものであることから，移植用歯槽窩はブタに作

製することになる。そこで，下顎から骨を切り出し

，その内部を切り抜くことで，移植用歯槽窩とし，

その歯槽窩をヌードラットの大網に移植して，25

週経過後に組織形成能を評価した。 

 
 
４．研究成果 

歯小嚢幹細胞の効率的な培養法を確立した。

ブタの歯冠形成期歯胚から歯小嚢組織を容易

に獲得することができ，かつ，この培養した歯小

嚢細胞を頭蓋骨に移植すると骨形成を促進する

ことがわかった（Tsuchiya, Honda,. Connective 

Tissue Res 2010）。一方で，臨床応用を視野に

入れるとヒトの歯小嚢細胞の解析も必要であると

考え，ヒト抜去歯より，歯小嚢組織から歯小嚢細

胞を培養・増殖させて，ヒト歯小嚢組織には培養

下において，形態の異なる 3種類の細胞が存在

することを発見した。そして，3 種類の細胞はす

べて骨形成能を持つことを明らかにした（Honda. 

Triple O 2011)。 

ブタの歯髄組織の部位による特異性を発見し

た。歯髄には歯冠部と歯根部があり，その特異

性が違うことが予想されるも，今までに明らかに

した報告はなかった。我々の結果から，歯根の

再生に有利な歯髄組織は歯冠側に存在してい

ることが分かった(Sumita, Honda Eur J.Oral Sci, 

2009）。また，今までに，歯髄組織中には，間葉

系幹細胞が存在することが明らかとなり，硬組織

形成能についても報告があったが，今回我々は，

ミニブタを用いて，ミニブタから採取した歯髄組

織から間葉系細胞を単離・増殖させて，生活歯

髄切断法を行った後に，切断部位の歯髄組織

上に，ブタ歯髄組織由来の培養細胞を移植する

と，象牙質橋が形成されることがわかった(Ando, 

Honda. Nagoya J.Med Sci 2009)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．移植した細胞から象牙質橋(矢印）が新生

された。 

 

 我々が採取したヒト歯髄組織から培養した間葉

系細胞を表面抗原と FACS を用いて単離・培養

した細胞が骨芽細胞および脂肪細胞に分化す

ることが確認できた。したがって，間葉系幹細胞

が含まれていると考えた。これらの歯髄間葉系

細胞の分化に有効な因子の探索をしていると，

バクテリアの凍結破砕画分が硬組織形成細胞

に分化させることを発見した(Abe, Honda. Triple 

O, 2010)。また，間葉系幹細胞のマーカーとして

新しく発見されたCD271が未分化を維持する機

能を持つことを発見することもできた(Mikami, 

Honda. Stem Cells&Devep, 2012)。 

 エナメル上皮前駆細胞については，これまで



 

 

の科研費による研究成果で培養条件は確立し

ているので，培養歯小嚢細胞と歯髄間葉系細胞

とエナメル上皮前駆細胞による疑似歯胚を作製

した。 

 その疑似歯胚を人工的に作製した歯槽窩に

移植後 25 週にて試料を採取し，組織学的に観

察すると容易に象牙質とその内部に歯髄用組

織が観察された。周囲の歯槽骨との間には結合

組織が観察された。 

図 2．新生された象牙質内には歯髄様組織，そ

の周囲の歯槽窩の骨との間に結合組織が観察

される。 

 

 高倍にて，観察すると，象牙質には象牙細管

が認められた。歯髄用組織内には血管が観察さ

れた。象牙質周囲には，細胞性セメント質用組

織が観察された。その細胞性セメント質には，歯

槽骨との間に新生された結合組織の線維が取り

込まれている組織像が観察された。 

図 3．象牙質外周囲には細胞を含む硬組織(細

胞性セメント質様組織，そして，結合組織からセ

メント質様組織に線維が取り込まれている像が

確認できる。 

 

 しかし，この取り込まれた線維が歯根膜の主線

維なのかは，明らかにすることができなかった。

今後の研究課題として残された。これらの実験

から，培養エナメル上皮細胞，培養歯小嚢細胞

そして，歯髄間葉系細胞から疑似歯胚を作製し，

歯槽窩に移植すると歯周組織を備える象牙質が

形成されることが明らかとなった。しかし，今回歯

髄間葉系細胞を培養すると，硬組織形成が認め

られないことなど，課題も残された。 

 さらに，ヒトの細胞から歯根再生を考えると，ヒト

からエナメル上皮組織を採取することは困難で

あると思われる。その理由として，萌出した歯に

はエナメル上皮組織が存在しないからである。

そこで，人工材料によって，歯髄間葉系細胞を

象牙芽細胞に分化させる必要があると考え，分

化に適する担体をこの研究課題の中で模索し

た。 

 この課題の中では，骨格をポリ乳酸ーグリコー

ル酸の共重合体で作ったブロックとそのブロック

に分化誘導が優位となると考えられるハイドロキ

シアパタイトを添加したブロックを作製した。ハイ

ドロキシアパタイトを添加しないと硬組織の形成

は認めず，硬組織の誘導には，ハイドロキシア

パタイトが必要であることが明らかとなった。しか

し，ブロック内で新生された硬組織には，象牙細

管が認められず，象牙質に分化誘導に有意な

担体の開発がさらに必要であることも分かった。 



 

 

図４．移植 16 週後にマイクロＣＴにて，試料を作

製すると担体内部に硬組織が観察された。 
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