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研究成果の概要（和文）：　マラッセの上皮遺残細胞および歯根膜由来線維芽細胞を混培養すると、エナメルマトリッ
クスタンパクのアメロゲニン、アメロブラスチンおよびエナメルマトリックスプロテアーゼのMMP-20、KLK 4の誘導が
確認でき、上皮―間葉相互作用により石灰化の誘導があることが確認できた。また、混培養したサンプルの上皮細胞は
BrdUの取り込みが多く、さらに、アポトーシスの誘導因子であるBaxが強く発現することが確認され、細胞の代謝が活
発に行われていることがわかった。これらのことは、歯根膜由来上皮―間葉相互作用によって、マラッセの上皮遺残細
胞は代謝を活発するとともに、有細胞セメント質の形成に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Both the epithelial cells of Malassez and periodontal ligament fibroblasts were co
-cultured in the same dish. The interactions between the epithelial cells of Malassez and periodontal liga
ment fibroblastscurrent induceed the expression of amelogenin, ameloblastin, MMP-20 and KLK 4 in the epith
elial cells of Malassez. 
We also showed that the epithelial cells of Malassez which incorporated BrdU expressed Bax strongly in co-
cultured cells, suggesting that the epithelial-mesenchymal interactions enhance cell turnover in the epith
elial cells of Malassez. 
These results indicate that epithelial-mesenchymal interactions may induce  cell turnover and cellular cem
entum formationin in the epithelial cells of the rests of Malassez. 
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１．研究開始当初の背景 
2007 年、人工歯胚作製技術の開発により
マウスの抜歯窩で人工歯胚が成長すること
が、辻らにより Nature Methods オンライン
版に報告された。この研究により使用された
細胞は胎児由来であるため、臨床応用するに
は新たな問題が残った。すなわち、胎児由来
ではなく、患者本人から入手可能な幹細胞を
用いて歯を再生できる技術開発が求められ
ている。さらに、ヒトへの応用となると、実
際の臼歯が萌出するためには通常約６年要
するため、歯胚から歯の再生を行うことは、
現実的には難しいものと考えられる。 
ヒトの歯が有髄、無髄に関わらず、十分機
能を果たすためには、歯根膜の存在が必要で
ある。また、歯周病で歯が失われる過程では、
歯槽骨の吸収より先に歯根膜の破壊が起こ
ると考えられる。歯根膜は歯槽骨と歯のセメ
ント質の間に存在し、歯を支持する組織であ
る。歯根膜の破壊が生じた後、セメント質は
そのまま残るが、そのときのセメント質は歯
根膜の足場としての機能を失っているため、
歯を健全な状態に維持できない。したがって、
新たに歯根膜の足場となるセメント質の再
生が必要となる。 
骨の再生はこれまで多くの研究がなされ、
研究成果も得られているが、セメント質の再
生はいまだ不明な点が数多く残されている。 
これは、骨とセメント質が同じ硬組織である
が、もともと発生の過程が大きく異なるから
である。 
歯の発生は口腔上皮の肥厚にはじまり、歯
原性由来上皮―間葉系細胞の相互作用によ
り発生が進行する。最終的には歯原性由来上
皮細胞のヘルトヴィッヒの上皮鞘の断裂が
生じて歯根を完成させていく。 
歯の石灰化は骨と異なり、上皮細胞が大き
く関与する。さらに、歯のセメント質形成と
エナメル質形成において異なることは、同じ 
歯原性由来上皮細胞に対する間葉細胞が異
なる点である。セメント質はいずれ歯根膜に
代わる歯小嚢由来線維芽細胞が、エナメル質
は歯乳頭に存在する象牙芽細胞が相互に関
与してそれぞれの石灰化を誘導する。 
 人工歯胚の実現をもたらしたのは、歯原性
由来上皮―間葉系細胞の細胞間相互作用を
利用したからに他ならない。われわれは、セ
メント質に焦点をあてて細胞間相互作用を
応用する着想に至ったのもここからである。 
これまで、われわれはヒト歯根膜組織片から
上皮細胞および同由来線維芽細胞を同一シ
ャーレ内で培養し、その細胞間相互作用 
に関する研究を行ってきた。この培養系は、
はじめ線維芽細胞を培養した後、培地を独自
に開発した無血清混合培地に交換すること
によって上皮細胞を誘導し、細胞間の境界が
明瞭な状態で混培養ができる。 
本研究の培養系における歯根膜由来上皮
細胞は歯肉由来上皮細胞とは異なり、石灰化
に関与するタンパクを発現することが確認 

されている(Shimonishi et al., J Periodont 
Res, 2007; 43: 456-465)。また、混培養にお
ける上皮細胞―線維芽細胞間境界部の上皮
細胞側で骨の石灰化タンパクのオステオカ
ルシンの発現が、線維芽細胞側で骨シアロタ
ンパクの発現が強くみられた(Shimonishi et 
al., J Periodont Res, 2008; 43: 64-75)。この
ことは、上皮細胞―線維芽細胞間相互作用が
石灰化に大きく関与することを示唆するも
のである。また、さらに、細胞間相互作用に
より、基底膜の構成成分が上皮細胞―線維芽
細胞間境界部で発現し(Shimonishi et al., 
Eur. J Oral Sci, 2005; 113: 34-40)、基底膜の
リモデリングに関与する酵素MMP-2および
MMP-14 も同定され(Shimonishi et al., J 
Periodont Res, 2010; 45: 309-316 )、歯根膜
の恒常性維持にマラッセの上皮遺残が関与
する可能性があることも明らかにしてきた。 
これまでの研究成果を発展させるには、こ
れまでわかってきた in vitroの状態を、もう
一度、 in vivoの状態へフィードバックする
ことが必要である。生体内でヘルトヴィッヒ
の上皮鞘の断裂が生じてセメント質の形成
が行われていくことから、混培養の境界部を
破壊して相互作用による細胞の変化を検討
する。 

 
２．研究の目的 
われわれはヒト歯根膜組織片から上皮細
胞および同組織由来線維芽細胞を同一シャ
ーレ内で培養し、単独培養した細胞に比べ、
共培養した細胞の方が、細胞間の境界部で石
灰化に関与するタンパクの誘導がみられた。
元来、セメント質の発生は、上皮組織のヘル
トヴィッヒの上皮鞘が断裂することから始
まり、セメント芽細胞の誘導がなされて起き
るため、セメント質再生を研究する上で歯原
性由来上皮細胞の存在、さらに、上皮細胞―
線維芽細胞間相互作用は重要な役割を持つ
ものと思われる。本研究の目的は、上皮細胞
―線維芽細胞間の境界部の断裂を促し、細胞
間相互作用によるセメント質形成の石灰化
におけるメカニズムの解明を行うことであ
る。 

 
３．研究の方法 
(平成２３年度) 
東北大学病院口腔外科外来で抜歯した第
三大臼歯より歯根膜組織を採取し、無血清混
合培地にて同一組織片より上皮細胞および
線維芽細胞を培養した。なお、患者からは事
前に抜去歯が実験に供されることの同意を
得るとともに、歯学研究科倫理委員会にて本
研究の承認を受けるものとした。その後、酵
素により細胞を回収し、上皮細胞および線維
芽細胞を混ぜて、再度、ディッシュに細胞を
播種すると、上皮細胞は集団を形成し線維芽
細胞の中に島状に分布した。 この混培養し
た細胞をサンプルとして用いた。コントロー
ルとして、上皮細胞のみ培養したものと、線



維芽細胞のみを培養したものを用い、比較検
討した。 
歯牙形成の基本的メカニズムである歯原
性上皮と間葉の相互作用には、従来、生物全
体のパターン形成をつかさどるとされてき
た基底膜の細胞外マトリックスや骨形成タ
ンパクの分子群が関与して、歯の形と構造を
制御していることが明らかになりつつある。 
これまで、さまざまな研究者がセメント質の
形成にエナメルマトリックスタンパクの関
与を報告している。エナメル質の石灰化に際
し、歯原性由来上皮細胞であるエナメル芽細
胞は主にアメロジェニンやアメロブラスチ
ンのエナメルマトリックスタンパクを合成、
分泌し、MMP-20 や KLK 4 のエナメルマトリッ
クスプロテアーゼによってこれらエナメル
マトリックスが分解されてエナメル質の結
晶が成長していく。この際のエナメルマトリ
ックスタンパク（アメロジェニン、アメロブ
ラスチン）およびエナメルマトリックスプロ
テアーゼ（MMP-20、KLK 4）の発現を免疫染
色法、タンパクの定量化をウェスタンブロテ
ィング法にて、また、遺伝子の発現を In situ  
hybridization 法および遺伝子の定量化を半
定量的 RT-PCR 法にて検討を行った。 
（研究計画を遂行するための研究体制） 
本研究では東北大学病院口腔外科外来よ
り歯牙抜去後、連絡をもらい、代表者、分担
者（１名）、大学院生（２名）で直ちに培養
を行う体制がすでにつくられていた。 
免疫染色等の実験、培養細胞から抽出した
遺伝子の管理、および分析はそのままこれら
の者が行った。この体制は、平成２４年度以
降も引き継がれた。 
 
(平成２４年度以降） 
平成２４年度以降においても、平成２３年
度の研究計画を随時遂行していった。 
さらに、エナメルマトリックスタンパクお
よび石灰化タンパクの発現を確認したら、ア
ポトーシスに関するBcl-2ファミリータンパ
クの Bax（アポトーシス誘導タンパク）と
Bcl-2（アポトーシス抑制タンパク）の発現
を解析した。さらに、BrdU (5-bromo-2’
-deoxy-uridine) の核内取り込みによって
細胞増殖を起こす細胞を確認するとともに、
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 
Transferase-mediated dUTP Nick End 
Labeling) 法にてアポトーシスを起こす細
胞も確認し、アポトーシス誘導の更なる検討
を行った。 
 
４．研究成果 
混培養したサンプルはエナメルマトリッ
クスタンパクのアメロゲニン、アメロブラス
チンおよびエナメルマトリックスプロテア
ーゼの MMP-20、KLK 4 の誘導が確認でき、上
皮―間葉相互作用により石灰化の誘導があ
ることを報告した。 
 さらに、アポトーシス抑制性タンパクの

Bcl-2 は上皮細胞および線維芽細胞で弱く発
現した。アポトーシス促進性タンパク Bax は
上皮細胞で強く発現し、線維芽細胞で発現は
みられなかった。混培養したサンプルの上皮
細胞は線維芽細胞に比べ BrdU の取り込みが
多くみられ、上皮細胞が強く増殖しているこ
とが確認された。混培養したサンプルの上皮
細胞はTUNEL陽性核を示す細胞が観察された。
一方、線維芽細胞に TUNEL 陽性核を示す細胞
は観察されなかった。BrdU の取り込みが多く、
細胞増殖能が高いにも関わらず、上皮細胞の
増殖がみられないことから、アポトーシスが
引き起こされ cell turnover が活発に行われ
ていることがわかった。 
 cell turnover が活発に行われると同時に
石灰化の誘導も引き起こされることが確認
されたことから、歯根完成後の有細胞セメン
ト質の形成にマラッセの上皮遺残による関
与が示唆された。 
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