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研究成果の概要（和文）： 

歯の再生工学には、歯上皮細胞と歯間葉系細胞の体外増幅と分化能の亢進が必要である。

そこで、無血清培養液の開発を目指して実験を重ねた結果、無血清での歯科再生学の進展に

有用な知見を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Ex vivo expansion and differentiation of dental epithelial cells and dental 
mesenchymal cells are required for tooth regeneration. We developed serum-free 
medium of dental pulp cells, and this many facillital development of dental tissue 
enginnering. 
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１． 研究開始当初の背景 

マウス歯胚より分離した上皮と間葉系細

胞の凝集塊を短期間培養した後に、抜歯部に

移 植 す る と 機 能 的 な 歯 が 形 成 さ れ た

(Ikeda-E et al. PNAS 2009)。しかし、少数

の 細 胞 を 大 量 増 幅 し て 機 能 的 な 歯

（bio-tooth）をつくる再生医療技術には至

っていない。 

本研究では、１）無血清培養液 ２）上

皮-間葉相互作用を利用して、少数の細胞か

ら bio-tooth をつくるための基礎となる培

養技術を築く。1) 血清は多数の物質を含み

不安定であるため、実験結果（増殖、分化）

がバラツキやすい。さらに血清中には増殖

抑制因子や蛋白分解酵素が存在する。また

血清は、病原体を含みうるので、無血清培

養液の開発が必要である。2) 歯の発生での

上皮：間葉系相互作用についてはすでに多

くの研究がある(Tummers＆Thesleff J Exp 

Zool 310B. 2009)。これらの成果を無血清

培養液に利用する。 

 
２．研究の目的 

 エナメル上皮細胞と歯髄間葉系細胞を効

率良く増殖／分化させる新培養液を開発す
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る。我々はすでに、ヒト骨髄間葉系幹細胞の

増殖／分化用の各種無血清培養液（STK1-4）

を開発しているので、無血清培養液開発の経

験や STK 成分を活用して、歯由来細胞用の無

血清培養液を作製できる。さらにエナメル上

皮 細 胞 と 歯 髄 間 葉 系 細 胞 の 無 血 清 の

conditioned mediumを使用するので互いの分

化を著しく促進できる。上皮-間葉相互作用

を組み込んだ無血清培養液の開発により、歯

由来細胞の増殖／分化能を従来法に比べて

格段に高める。 

 
３．研究の方法 

[1] ヒト歯髄細胞の石灰化誘導培地  

無血清上皮-CM を基礎無血清培養液に添

加して分化、歯髄石灰化への影響を検討する

(alizarin red 染 色 、 alkaline 

phosphatase/DSPP などの定量的 RT-PCR)。

また DNA microarray（Affimetrix 社）や成

長因子抗体などを用いて、上皮-CM 中の石灰

化促進因子の同定を試みる。 

ヒト歯髄細胞の石灰化を促進する低分子

化合物と成長因子をスクリーニングする。 

[2] ヒト歯髄細胞の増殖培地 

 STK2 を基本にして組成を一部変更し、ヒ

ト歯髄細胞の増殖に最適な組成とする。 

[3] エナメル上皮細胞の石灰化誘導培地  

無 血 清 歯 髄 -CM の 影 響 を 検 討 す る

(alizarin red 染色法、amelogenin などの定

量的 RT-PCR)。また DNA microarray や成

長因子抗体などを用いて, 歯髄-CM中の石灰

化促進因子の同定を試みる。 

[4] エナメル上皮細胞の増殖用無血清培養

液  STK 共通成分を基本組成とする。また

上皮細胞に有効な成長因子を追加する。さら

に低カルシウム濃度(0.2 mM)とする。 

 
４．研究成果 

 ・ヒト歯髄幹細胞を outgrowth 法あるいは

コラゲナーゼ法にて分離して無血清培地で

培養した。初代は STK1 が、植え継ぎ後は

STK2 が 10％血清培地よりも増殖を促進し

た。さらに STK2 で増幅したヒト歯髄幹細胞

は従来法よりも高い石灰化能を示した

（Fujii-S, Kato-Y.投稿準備中-A）。 

・ヒト歯髄幹細胞をヒト MSC の石灰化を

促進する STK3 とインキュベートしたが、石

灰化を誘導しなかった。現在、各種追加因子

の影響を検討している。 

・ヒト歯髄幹細胞のマーカー遺伝子を明ら

かにした。これらのマーカー遺伝子は線維芽

細胞、歯根膜細胞、間葉系幹細胞で発現せず、

無血清培地で増幅した歯髄幹細胞で発現し

ていた（Fujii-S, Kato-Y.投稿準備中-B）。 
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