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研究成果の概要（和文）：本研究では、ブタ歯根膜とヘルトウィッヒ上皮鞘から得た上皮細

胞の分化と増殖を歯肉と比較した。コラーゲンゲル上で三次元気相培養を行ったところ、

多層構造を示したが角化層はなく、２週後から細胞に分散傾向が発現し、サイトケラチン

の発現状態も異なることから、歯肉とは異なることが示された。免疫不全マウスに培養組

織を移植したところ、周囲組織と瘢痕を形成することなく移行的な良好な皮膚生着を示し

移植の可能性が示された。 

 

 

研究成果の概要（英文）：This investigation showed the comparison the differentiations 

and proliferations of the epithelial cells derived from periodontal ligaments or 

Hertwig’s epithelial root sheath against to gingiva. The three dimensional organotypic 

cultures were incubated under air-liquid interface environment. The specimens 

showed that the multilayered epithelial structures without keratinization and the 

dispersing tendency of the cells in the epithelial layer were seen after 2 weeks 

incubation. The results showed that the reconstructed tissues were not similar to 

original gingiva. The continuous proper growth without scar after transplantation to 

immunodeficiency mice indicated the usefulness of transplantations.   
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 上皮細胞の細胞培養法は 1975 年に

J.Rheinwald & H.Green らにより確立されて

以来，Hennnings や Ham などにより改良が行

われ，1990 年に Karger & Basal らによりヒ

ト皮膚の再構成方法が報告された。その後，

研究代表者は Michigan 大学との共同研究に

より，収縮することがないコラーゲンゲルを

使用した三次元組織培養法を行い，再構成培

養法の確立を行った。その方法で再生した皮

膚と歯肉について，ケラチンをマーカーとし

た正常組織との分化増殖に関する検討を行

い，その結果を 1999 年 2003 年 IADR 大会に

て発表した。また，2000 年 2002 年度日本歯

科保存学会において，その術式と光顕観察結

果を報告しており，本研究は組織再生法とし

て先進的技術であり，移植組織として，また

上皮性疾患の原因究明に寄与する技術とし

て評価されている。さらに本再生組織は大型

の組織再生も可能であることを J Oral 

Pathol Med に Igarashi らは報告している

(2003)。また、ブタの乳歯歯根面に付着した

歯根膜から得られた培養細胞を使用し，再生

歯誌において経時的変化についても報告を

行ってきた。 

そこで，抜歯歯根表面に付着している細胞の

回収・増殖したのち，三次元再構成培養によ

り得られる組織は歯周疾患治療に用いられ、

遊離歯肉の代用として用いる可能性が出て

きた。本研究は同家移植，他家移植の可否を

移植実験で判定すると推察される。 

 

２． 研究の目的 

(1) 本研究では歯根未完成新鮮抜去歯から，

根尖部に存在するヘルトウィッヒ上皮細胞

やマラッセの上皮細胞を分離培養するとと

もに，歯根膜由来線維芽細胞を用いて三次元

再構成培養を行い、歯肉様再構成組織をまず

作ることを目的としている。そこで得られた

組織をヌードマウス背部皮下に移植し，その

後の組織変化を病理組織学的に将来の移植

後の予後を検索することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養液には、上皮細胞用培養液として

FBSを10%添加したFAD-FBS、また線維芽細胞用

として10%FBS添加DMEM液を自家調整して使用

した。年齢５歳の幼若カニクイザルに全身麻酔

を施し，上顎犬歯を抜去後、氷冷したFAD-FBS

内に初代培養まで保管した。歯根表面にある歯

根膜組織を剔削して細胞を回収し、typeⅣコラ

ーゲン塗布のBio-Coatフラスコを用い、3T3 

cell を Mitomycin処理してfeeder layerとし

た混合培養で初代培養を行った。外生した娘細

胞コロニーの形成状態を観察から、上皮細胞と

線維芽細胞を見分け、初代培養により上皮細胞

と線維芽細胞を得た。その後に継代培養を試み

たところ、細胞の増殖が十分に得られず、３継

代目で細胞の増殖が停止したため三次元培養

に必要な細胞数を確保することができなかっ

た。そこで、生後６か月のブタ乳臼歯を入手し

、同様の初代培養を行って得られた線維芽細胞

と上皮細胞を用いることとした。線維芽細胞の

ラットコラーゲンゲル内培養を行い、その上に

上皮細胞を播種し、気相培養を行った後に

1,2,3,4,5,6,7日、1,2,3,4,5週で組織を取り出

した。中性ホルマリン固定のパラフィン包埋お

よびOCTコンパウンドでの凍結包埋を行ったの

ち、凍結標本は-90℃超低温槽に保存するとと

もに、組織標本をHE染色、抗体染色を行い、免

疫組織学的観察を行った。結果、培養細胞は１

日目は島状の塊状であったものが、経日的に層



状下を呈し、サイトケラチンに対し反応を示す

ようになった。 

(2) 再度カニクイザルの上顎犬歯２本を

抜去し、摘出６時間後に歯根膜組織を剔削回

収し初代培養を開始したが、上皮系細胞の外

生増殖が得られなかったため、同様の初代培

養をブタの埋伏下顎第１大臼歯を用いて行

った。摘出埋伏歯の歯冠にある退化したエナ

メル器上皮を剥離除去後、歯根の形成のはじ

まった部分に相当する歯頸部周囲にあるヘ

ルトウィッヒ上皮鞘（HES）を顕微鏡下で摘

出しシャーレに播種した。約３週後に上皮細

胞が外生し、その上皮細胞を回収し実験に供

した。 

 上皮細胞をコラーゲンゲル上に播種し、一

日静置、気相培養により三次元培養を行った

ところ、線維芽細胞の存在がなくとも上皮細

胞は重層化を示すことがわかった。その三次

元再構成培養組織を 1、2、3、4、5、6、7day、

2、3、4w の実験期間で回収し、パラフィン包

埋の後、連続切片の過酸化活性を抑制後、

Cytokeratin19 (CK19) 、 PAN Cytokeratin 

(PCK), Involucrin (IV)に対する免疫組織化

学的検索を行った。 

(3) 生後６カ月のブタ下顎骨を入手し、下顎

第二乳臼歯を分割抜去後、歯根の中央部歯根

膜組織を採取し、上皮細胞と線維芽細胞をブ

タ乳歯歯根膜から初代培養した。 

コラーゲンゲル内培養には２～３継代の線

維芽細胞を用い、２～３継代した上皮細胞を

ゲル表面に播種し気相培養した。５週齢のヌ

ードマウス（ｎ＝20）に全身麻酔を施し、背

部にφ１㎝の開窓を作製し、気相培養１週例

の三次元培養組織を移植した。移植片は皮下

組織に密着するように置き、φ14.5mm のポリ

スチレン製半球型キャップを載せ、周囲を接

着剤で皮膚に貼り付けた。なお、開窓後キャ

ップのみを応用したものをコントロールと

した。実験期間を移植後１，３，７，14 日と

コントロールを含めた５群それぞれに４匹

ずつマウスを用いた。実験終了後に移植片と

皮下組織を一塊として取り出し、10％中性ホ

ルマリンに浸漬固定した。その後厚さ６µm の

連続パラフィン切片を作製し、HE 染色および

免疫染色を行い光顕にて観察した。 

 

４． 研究成果 

(1)年齢５歳の幼若カニクイザル上顎犬歯を

抜去後、歯根膜組織を剔削して細胞を回収し

初代培養を行った。外生した上皮細胞と線維

芽細胞を得たが、３継代目で細胞の増殖が停

止したため三次元培養に必要な細胞数を確

保することができなかった。 

 そこで、生後６か月のブタ乳臼歯から線維

芽細胞と上皮細胞三次元培養後、サイトケラ

チンに対し反応を示すようになった。培養細

胞は１日目に島状の塊状であったものが、経

日的に層状下を呈し、サイトケラチンに対し

反応を示すようになった。培養後１日目には



コラーゲンゲルの厚さが減少したが、水平的

な収縮は認められず、週の経過時でも培養組

織の大きさにほとんど変化はみられなかっ

た。歯肉上皮では基底細胞層から有棘細胞層

、顆粒細胞層へと細胞の形態は次第に扁平化

し、最表層ではHE、Azan、MTに強染する角化

層がみられた。免疫染色では、これらの上皮

層とその下層の結合組織層はともにCD44に

反応を示し、強く染まる細胞がところどころ

に散在していた。上皮層はCD133には反応せ

ず、結合組織層の特に上皮層直下に強い反応

がみられた。LH８は結合組織層に強い反応が

みられ、角化層直下の顆粒層にも弱い反応が

みられた。 

 

(2)ブタ歯肉のH-EとAzan染色では、歯肉上皮

層は真皮との境界面にある基底層から上方

に向かって細胞が徐々に扁平化し、顆粒層を

経て、細胞小器官のみられない角化層へと移

行し、その最表層の一部は剥離している。上

皮層全層にわたりPan CKの発現がみられた

が、CK19は非角化層である基底層にのみ弱い

反応を示した。Involcurinは基底層から上層

に向かって発現が増加したが、E-Cadherin

の発現はみられず、Vimentinは結合組織層に

限局して発現した。歯根膜由来の上皮細胞播

種を行った３DCでは、コラーゲンゲル上の全

層にPan CKが発現した。１週では数層の厚み

を持った上皮層が観察されたが、２週では上

皮細胞は散在する様相を呈した。CK19は、１

週では弱い発現がみられたが、２週では明ら

かな反応はみられなかった。 Involcurinの

発現は、基底層から上方に向かって変化せず

、１週、２週のH-EとAzan染色でも明らかな

ように、角化層は形成されなかった。 

E-Cadherin は発現しなかった。 

 

 

(3)Hertwig 上皮鞘(HES)の初代培養では、２

週後に上皮細胞様の敷石状を示す外生細胞

がみられた。三次元培養後の培養物は経時的

に厚さが薄くなったが、大きさや色調の変化

はみられなかった。HES の三次元培養組織は

数層の多層構造は示すものの角化層はみら

れず、２週以降は上皮細胞の離散化所見がみ

られるようになった。組織学的には対照のブ

タ歯肉は表面に角化層があり、下層に顆粒層、

棘細胞層、基底細胞層の層を伴う重層扁平上

皮構造を呈していたが、３日、７日、３週に

おける標本の代表例では明らかではなかっ

た。免疫組織化学染色所見は、PCK では対照

と同様に全層で強い反応がみられたが、IV

では対照が基底層や周囲に発現がみられた

のに対し、三次元培養では全層に発現がみら

れた。CK19 ではわずかに表層に発現がみら

れたが、三次元培養ではわずかな発現で３週

まではみられず、それ以降も弱いものであっ

た。 

１週例で Pancyte keratin(左）は上皮層全体

に、Involcurin(右)は上皮内に発現している。 

２週例と４週例の HE 染色所見では細胞

の散在が発現している。 



(4) 移植実験では、ブタ歯根膜の初代培養

30 日後に上皮細胞様の敷石状を示す外生細

胞がみられ、線維芽細胞は 14 日後に外生し

た。それらの細胞を用いて三次元再構成培養

組織を作成し移植実験を行った。 

 移植のないコントロール群では１日後に

は炎症性細胞浸潤がみられなかったが、経時

的に線維化傾向が強くなった。14 日後には周

囲組織から上皮組織が再生され PAN CK に対

し強染していた。一方、CK19 に対しての反応

は基底細胞層でわずかにみられた。 

 移植実験群では、移植１日後で移植した組

織に接している皮下組織にわずかな炎症性

細胞浸潤がみられたが、表層は上皮細胞より

成る数層の上皮層が確認され PAN CK に対し

て上皮層全層が強い反応を示した。移植７日

後の HE 所見では線維芽細胞を含むコラーゲ

ンゲルに接する上皮細胞の基底面にヘマト

キシリンに濃染する核が比較的規則正しく

配列され、また厚い上皮層が形成され上方に

いくにつれて錯角化を生じ、最表層は剥離し

ていた。CK19 に対してはわずかな反応がみら

れたが PAN CK に対し強い反応が観察され、

その傾向は表層で顕著にみられた。移植 14

日後ではコントロール群の実験 14 日後に類

似した上皮組織が観察され、HE 所見では上皮

層の上方にいくにつれ細胞が扁平化し、核の

消失が観察された。表層では PAN CK に対し

て強い反応がみられ、CK19 に対してもわずか

な反応が観察された。 

 以上のことから移植した三次元再構成組

織は、生着し上皮構造と類似した上皮形成が

行われたことが示された。 
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