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研究成果の概要（和文）：ヒト幼若歯胚組織を用いて、各組織における組織分化能や歯牙組織形成が可能であるかを明
らかとするため、歯冠形成期のヒト歯胚上皮組織と歯胚間葉組織を再構築して免疫不全動物へ移植を行った。ヒト歯胚
上皮組織と歯胚間葉組織の再構築体からはエナメル質と象牙質が層状に組織形成されていることが認められた。さらに
、ヒト歯胚間葉組織と歯小嚢組織を再構築して移植したところ、象牙質表層からセメント質や歯根膜といった歯根の組
織構造が形成された。以上より、ヒト歯胚構造の適切な再構築を行うことにより、歯胚発生・組織分化が再現される可
能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the tooth tissue differentiation capacity by using a human imm
ature tooth germ, we have performed tooth tissue reconstruction with tooth epithelial tissues and tooth me
senchymal tissues, which were isolated from the human wisdom tooth germs during tooth developmental stage,
 and transplanted into the immunodeficient animal.  The reconstruction with tooth epithelial tissue and to
oth mesenchymal tissue were generated a tooth crown structure including enamel and dentin.  In addition, t
he reconstruction with tooth mesenchymal tissue and dental follicle tissue were generated a tooth root str
ucture including cementum and periodontal ligament on the dentin surface.  These results showed that the t
ooth tissue reconstruction using dental stem cells might be regenerated a correct tooth structure by mimic
king the tooth development.
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科学研究費助成事業 研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 

 これまでの歯科界では，歯が失われた際の
機能回復には固定式ブリッジや可撤性床義
歯が応用されてきたが，国民の健康感の変化
と基礎的研究の蓄積による信頼性の向上を
背景にして，口腔インプラントの需要が急増
している。しかしながら、この口腔インプラ
ントも歯根膜を有しない故の生理的感覚の
欠如や，成長・老化に伴う歯や顎骨の変化に
対応できないなどの欠点を有しており，口腔
インプラントの更なる改善が期待されてき
た。近年の幹細胞生物学の発展に伴い，この
期待は歯の再生へ舵が取られ，歯の再生に関
する多くの基礎的な検討がなされるように
なった。なかでも，胎生期の組織や歯胚細胞
を用いた齧歯類の歯の再生は世界的にたい
へんな注目を集めた。しかしながら、これら
の研究から“ヒトの歯の再生医療”を実現す
るためには、①歯関連組織の形成能力を有し
た細胞の同定、②組織分化メカニズムの解明、
③器官のサイズ・形態形成メカニズムの解明、
④再生に要する時間の短縮、といった課題が
残されており、これらの解明のために発生・
再生の原理に基づく基礎研究やトランスレ
ーショナル研究の推進が期待されてきた。 
 

２．研究の目的 

①ヒトの各発生段階の歯の組織から上皮細
胞と間葉細胞を分離し、共培養系における細
胞動態を多面的に解析する。興味ある知見の
得られた組合せと、そうでない組合せを比較
検討することにより、各種の上皮細胞と間葉
細胞の特異的な細胞分化促進（抑制）因子を
同定し、分化メカニズム・未分化状態維持メ
カニズムを解明する。 

 

② In vitro で立体構築した細胞群に上記の
知見を応用してその動態を詳細に検討する。
これらの上皮と間葉の細胞群を立体的に組
み合わせて、実験動物への in vivo 移植モデ
ルで立体構造を持ったエナメル質／象牙
質・歯髄複合体／セメント質・歯髄複合体と
いう構造を再生する。 

 

３．研究の方法 

①ヒトの歯の分化・未分化維持メカニズムの
解明： 
1)ヒト抜去歯および幼若歯胚からの組織・細
胞の分離  

 抜去歯は成人の埋伏智歯に限らず，矯正処
置予定患者の歯冠形成期の幼若歯胚など
様々な年齢層から提供を受ける。これらの提
供サンプルから、歯胚上皮・歯胚間葉・歯小
嚢組織を分離すると共に、歯髄や歯根膜など
の歯組織由来幹細胞を取得する。 

 

②ヒトのエナメル質／象牙質複合体、象牙質
／セメント質複合体の作製： 

1)in vitro における歯関連組織の立体構築  

 提供された歯および幼若歯胚から分離し
た組織をコラーゲンゲル内で構築して３次
元培養を行う．組み合わせとしては、歯胚上
皮組織と歯胚間葉細胞の組合せによるエナ
メル質／象牙質複合体、歯胚間葉組織と歯小
嚢組織の組合せによる象牙質／セメント質
複合体が考えられる。 

 

2)立体構築した組織塊の in vivo 移植実験  

 ②－1)で立体構築した組織塊・細胞塊を免
疫不全マウスの皮下もしくは腎皮膜下へ移
植して、その経時的な変化を組織学的に評価
する。 
 
（倫理面への配慮） 

 A. ヒト材料研究 

研究に使用する抜去歯および幼若永久歯
歯胚を得るにあたり、岡山大学倫理員会の承
認のもと、以下の点を遵守した。 

 

（a）提供者を選ぶ際の方針 
岡山大学医学部・歯学部附属病院口腔外科

（病態系）、歯周科および矯正歯科、岡山市
の提携歯科医院を受診した患者(8 ~ 50歳)で、
本研究計画の意義・目的や、偶発症・不利益
について十分に理解を得た上で、ボランティ
アとして参加いただける患者を対象とした。
具体的には、智歯周囲炎、う蝕、歯周病の診
断を受け、抜歯適応となった歯を持つ患者、
ならびに歯科矯正治療上の便宜抜歯を行う
こととなった患者を対象とした。 
 

（b）インフォームド・コンセントの手続及
び方法 
試料採取を行う施設（岡山大学および提携

歯科医院）において「提供者に対する説明文
書」を試料提供者に手渡し、これに基づき同
意の任意性と撤回の自由、研究計画、利益と
不利益、個人情報の保護、研究終了後の試料
の取扱い等について、分かりやすく説明する。
試料提供者が研究内容等を十分に理解した
上で、研究に協力する場合は「同意書」に署
名を求めた。 
 

（c）個人情報の保護の方法 
匿名化の方法については、下記の方法にて

施行した。まず試料を採取する施設において、
患者の年齢と性別のみを記録し、新たな ID

番号を付与した。試料から得た細胞の保存に
際しては、ID番号と年齢、性別、レントゲン
写真の対応表を作成し、この対応表からは提
供者個人が特定できないよう配慮を行った。 

 



 B. 動物実験研究 
 本研究課題におけるすべての動物実験は、
岡山大学動物実験委員会の承認を受けた上
で、その規則にしたがって実験を実施した。
移植実験に使用した実験用マウスは、米国国
立衛生研究所の定める動物実験のガイドラ
インにしたがって飼育した。実験による動物
への負担軽減のため、施術は 5 mg/mlペント
バルビタールを腹腔内注射による全身麻酔
下で行った。口腔内施術を行ったマウスは粉
末飼料（CE-2、日本クレア、東京）にて飼育
した。 
 
４．研究成果 
①ヒトの歯の分化・未分化維持メカニズムの
解明： 
1)ヒト抜去歯および幼若歯胚からの組織・細
胞の分離 

8 ~ 13歳児の第 3大臼歯歯胚から採取される
歯乳頭組織、および歯小嚢組織から、Out 

growth 法により細胞を取得し、効果的な細
胞培養ならびに継代を行うことが可能とな
り、これらの培養細胞の組織形成能を明らか
とするために、それぞれの細胞を凝集塊にし
て免疫不全動物に移植することにより、歯乳
頭細胞からはが象牙質組織が形成され、歯小
嚢細胞からは歯根膜線維とセメント質が形
成されることを明らかとした。このことから、
歯の組織再生に利用可能な細胞シーズの取
得が可能であることが示された。 

 

 

②ヒトのエナメル質／象牙質複合体、象牙質
／セメント質複合体の作製： 

1)in vitro における歯関連組織の立体構築  

2)立体構築した組織塊の in vivo 移植実験 

採取された 8 ~ 13歳児の第3大臼歯歯胚から
取得できる歯乳頭組織および歯小嚢組織を
用いて、免疫不全マウスの皮下ならびに腎臓
皮膜下へ移植することにより、歯乳頭組織か
らは象牙質が形成され、歯小嚢組織からは歯
根膜線維とセメント質が形成されることを
明らかとした。歯乳頭組織においては、組織
内において象牙質形成能が異なる領域が存

在しており、歯冠側と辺縁側に位置する細胞
群は象牙質軽性能が高く、根尖側の細胞群は
象牙質形成能が低いことが示された。これら
の結果は、同一の歯乳頭組織内において象牙
芽細胞への分化能の違いがあることを示す
ばかりでなく、歯の発生過程における未分化
細胞の局在・細胞極性を示唆するものと考え
られる。 

 さらに、採取したヒト幼若歯胚組織を用い
て歯牙形成が可能であるかを明らかとする
ため、歯冠形成期のヒト歯胚上皮組織と歯胚
間葉組織を再構築して免疫不全動物へ移植
を行った。移植後 4ヶ月において、ヒト歯胚
上皮組織と歯胚間葉組織の再構築体からは
エナメル質と象牙質が層状に組織形成され
ていることが認められた。さらに、ヒト歯胚
間葉組織と歯小嚢組織を再構築して移植し
たところ、象牙質表層からセメント質や歯根
膜といった歯根の組織構造が形成された。以
上の結果より、歯冠発生期の歯胚組織には、
適切な全ての歯組織構成成分を形成可能な
細胞群が存在するばかりでなく、ヒト歯胚構
造の適切な再構築を行うことにより、歯胚発
生・組織分化が再現されることが示された。 
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