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研究成果の概要（和文）：本研究では、再生医療における再生臓器の保存技術の獲得へ向け、低温による保存法
の検討を行った。マウス歯胚を用いた器官培養法により、異なる低温条件下での培養と保存が器官発生に与える
影響を解析した。その結果、25℃の低温保存が4℃と比較して歯胚の再発生能力を良好に維持した。この知見
は、穏やかな低温条件が再生臓器の新たな保存戦略となりうる可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：This study investigated cryopreservation methods to acquire preservation 
techniques for organs in regenerative medicine. Using an organ culture method with mouse tooth 
germs, we analyzed the effects of culture and preservation under different low-temperature 
conditions on organ development. The results showed that preservation at 25°C maintained the 
regeneration capacity of the tooth germs better than at 4°C. This finding suggests that mild 
hypothermic conditions could be a new preservation strategy for regenerated organs.

研究分野：歯科矯正学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、再生医療における再生臓器の長期保存という課題に対し、穏やかな低温条件が有効な保存戦略となり
うる可能性を示した。25℃における保存が歯胚の再発生能力を比較的良好に保つという発見は、従来の極低温保
存の限界を克服する新たな道を開く可能性がある。これにより、必要な時に高品質な再生臓器を安定供給する体
制構築に貢献し、再生医療の臨床応用を加速させることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
失われた組織や臓器の機能を回復させる医療技術として、再生医療技術の開発が世界中で進ん
でいる。特に、疾患や外傷によって機能不全に陥った臓器を、患者自身の細胞や組織を用いて再
構築する再生技術は、従来の移植医療が抱えるドナー不足や免疫拒絶反応といった課題を克服
する可能性を秘めている。 
しかしながら、再生医療の実用化に向けては、克服すべき課題も依然として多い。その中でも、
再生臓器の製造コストの高さや、品質が保証された均質な再生臓器を安定的に管理・供給するた
めの技術開発は喫緊の課題である。特に、作製された再生臓器は、患者への移植までの間、その
機能と品質を維持するための適切な保存方法が不可欠となる。従来の臓器保存法は、主に冷却保
存が用いられているものの、複雑な構造を持つ再生臓器においては、細胞の生存率や機能維持の
点で限界がある。長期保存が困難であることは、必要な時に必要な数の再生臓器を提供できる体
制の構築を妨げ、再生医療の普及を遅らせる要因となる。 
これまでの研究で、マウスの歯胚を用いた器官培養系において、培養温度を低下させることで
器官発生を制御できる可能性を見出してきた。歯胚は、その発生過程が比較的単純でありながら、
上皮組織と間葉組織の相互作用によって複雑な三次元構造を形成するため、器官発生の研究モ
デルとして広く用いられている。本研究では、この歯胚の器官培養モデルを応用することで、低
温環境が器官発生に与える影響を詳細に解析し、再生器官の効率的な保存法をスクリーニング
するための基盤技術を確立することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、低温環境が器官発生、特にその一時的な停止と再開に及ぼす影響を分子レベ
ルで解析し、再生医療における新たな器官保存法の開発に繋がる知見を得ることである。 
まず、異なる低温条件下で歯胚を培養し、器官発生の速度や形態にどのような変化が生じるの
かを定量的に評価する。これにより、低温が器官発生に与える抑制効果の程度を明らかにする。 
次に、低温条件下で一定期間保存した歯胚を、再び生理的な培養温度に戻すことで、その再発
生能力がどのように変化するのかを評価する。特に、異なる低温条件での保存期間が、再発生の
成功率やその後の正常な発育に与える影響を比較検討し、最適な低温保存条件の探索を試みる。 
最後に、低温保存された歯胚における遺伝子発現の変化を網羅的に解析することである。特に、
器官発生の維持や再開、細胞の生存や休眠に関わる遺伝子群の発現パターンを、異なる低温保存
条件間で比較することで、低温による器官発生の一時停止と再開の分子メカニズムの一端を解
明することを目指す。本研究では、特に幹細胞の維持に関わる遺伝子群の発現に着目し、低温保
存がこれらの遺伝子発現に与える影響を詳細に検討する。 
これらの目的を達成することにより、本研究は、再生医療における再生臓器の長期保存という
重要な課題に対する新たなアプローチを提示し、より安全で効率的な再生医療の実現に貢献す
ることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、器官発生の研究モデルとして広く用いられているマウスの歯胚を用いた。妊娠 14
日齢のマウス胎仔から、実体顕微鏡下で下顎第一大臼歯の歯胚を摘出した。摘出した歯胚を、器
官培養法を用いて、異なる温度条件下で培養を行った。具体的には、生理的な培養温度である
37℃、および実験的に設定した低温条件である 25℃と 4℃の 3つの群に分け、それぞれの温度条
件下で一定期間培養し、経時的に歯胚の形態変化や発育段階を顕微鏡下で観察した。コントロー
ル群として、37℃で培養した歯胚の正常な発育過程を比較対象とした。 
低温保存の影響を評価するために、25℃および 4℃の低温条件下で 1 ヶ月間歯胚を保存した。
保存後、各群の歯胚を再び 37℃の培養温度に戻し、培養を再開した。その後、一定期間培養を
行い、歯胚の再発生の有無、再発生率、およびその後の正常な発育状況を評価した。 
さらに、低温保存が歯胚の遺伝子発現に与える影響を解析するために、RNA シーケンス法を用
いた。得られた遺伝子発現データをバイオインフォマティクス解析の手法を用いて比較解析し
た。 
 
４．研究成果 
正常培養温度である 37℃で維持されたコントロール群においては、歯胚は発生段階に沿った順
調な形態形成を示し、正常な歯胚形成が認められた (下図)。対照的に、培養温度を低下させた
実験群では、温度依存的に歯胚の発育段階に有意な遅延が観察された。4℃の低温条件下におい
ては、歯胚の発生はほぼ完全に停止し、顕著な形態学的変化は認められなかった(下図)。この結
果は、低温環境が器官発生プロセスを効果的に抑制しうる可能性を示唆するものである。 



次に、低温保存後の歯胚の再発生能を評価した結果、保存温度がその後の発生に重要な影響を
与えることが明らかになった。4℃の低温条件下で 30 日間保存された歯胚は、37℃の培養条件へ
変更しても、再発生の兆候をほ
とんど示さなかった。この結果
は、極度の低温が歯胚構成細胞
に対して不可逆的な損傷を誘
発した可能性を示唆している。
一方、25℃の比較的穏やかな低
温条件下で同様に 30 日間保存
された群においては、有意に高
い割合で歯胚の再発生が確認
され、その後も比較的正常な発
育パターンを示した。この知見
は、25℃の低温条件が、歯胚の
生存能力および再発生能力を
維持する上で、より適した保存
条件である可能性を示唆する
ものである。 
さらに、低温保存された歯胚における遺伝子発現プロファイルを解析した。25℃の低温で保存
された歯胚では、幹細胞の維持や自己複製に関与する遺伝子群の発現レベルが、4℃で保存され
た歯胚と比較して有意に高い値を示した。対照的に、4℃で保存された歯胚においては、これら
の遺伝子の発現が著しく減弱していた。これらの結果は、穏やかな低温条件下では、歯胚内の幹
細胞集団がその特性を比較的維持し、培養再開後の器官発生を可能にする一方で、極端な低温は
幹細胞の機能維持に必須な遺伝子発現を低下させ、結果として再発生能力を喪失させる可能性
が示唆された。 
以上の結果から、器官培養法を用いた歯胚モデルにおいて、培養温度の制御を通じて器官発生
を調節できる可能性が示唆された。特に、25℃の低温条件が、保存後の器官の再発生能力を比較
的良好に維持する可能性が示唆された。また、低温による発生休止と再活性化の過程には、幹細
胞の維持に関わる遺伝子群の発現動態が重要な役割を担っている可能性が示唆された。本研究
は、再生医療における再生臓器の新たな保存戦略を開発するための重要な基盤的知見を提供し、
将来的には、より効率的かつ安全な再生医療の実現に貢献することが期待される。今後は、本研
究で確立されたモデル系を用いて、低温曝露下における細胞内シグナル伝達経路や代謝プロフ
ァイルの変化を詳細に解析し、より最適な器官保存法の開発を目指す。 
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