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研究成果の概要（和文）：歯の喪失に対して，生理的活性を有した完全な歯を再生することに大きな期待が寄せ
られている．近年我々は，細胞を三次元に配置することで器官の原基を再生することが可能な器官原基法の開発
に成功した．しかし，未だ歯の発生に関わる遺伝子の解明にはつながっていない．そこで，我々は，歯の発生に
関わる遺伝子の探索を目的に解析を行った．その結果，いくつかの歯の発生および発生の時間軸に関わる候補遺
伝子を絞り込むことに成功した．今後，これらの遺伝子の機能解析を行っていく予定である．

研究成果の概要（英文）：Whole-tooth regeneration therapy has great potential for the replacement of 
lost teeth．Recently, our group have been reported an in vitro three-dimensional cell manipulation 
method called the bioengineered organ germ method. However, it is unclear the mechanism of tooth 
development. Therefore, we performed the comprehensive analysis and could narrow down the several 
candidate genes. In the future, we are planing to perform the functional analysis of these candidate
 genes.

研究分野： 歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
 現在の歯科治療では，人工材料を用いた欠
損の修復処置が行われている．なかでも，口
腔インプラント治療は，人工歯根が直接歯槽
骨や顎骨と結合することにより，患者に高い
QoL を安定して提供することに成功した．ま
た，口腔インプラント治療は自立型補綴物で
あるが故に，従来の歯科医療が抱えていた
「隣在歯への侵襲」という問題を抜本的に改
革した．しかし，口腔インプラント義歯の人
工歯根が歯根膜を持たないことにより生じ
る問題点，すなわち，①辺縁歯槽骨の長期的
維持が困難であること，②骨結合した人工歯
根が顎骨の成長を抑制すること，③歯の移動
能や知覚機能など天然歯が有する生理機能
を持たないことなどが，解決されるべき問題
として残されている． 
 近年，研究分担者である辻らは，歯胚上皮
細胞と歯胚間葉細胞を用いて，細胞操作技術
により上皮間葉相互作用を生じさせること
により再生歯胚を創りだす「器官原基法」を
開発した（Nature Methods, 2007）．この再
生歯胚は，成体顎骨内にて正常な発生・萌出
が可能なばかりでなく，完全な歯の生理機能
を有している（PNAS, 2009）．また，本申請
者の教室から辻研究室に派遣された大島ら
は，このようにして再生させた歯・歯根膜・
歯槽骨からなる「再生歯ユニット」を欠損部
に移植することによって，抜歯により生じた
歯根膜や歯槽骨欠損を丸ごと生物学的に補
綴する「ユニット移植」の概念を世界に先駆
けて実証した（PLoS ONE, 2011）．これは口
腔インプラントが長年なし得なかった辺縁
歯槽骨の安定維持を，歯と歯周組織という臓
器をそのまま移植することにより可能にし
た．さらに，本申請グループは，本器官原基
法が大型動物（イヌ）の永久歯胚由来細胞に
おいても適応可能であることを明らかにし
た．すなわち，出生後のイヌの幼弱永久歯胚
から上皮組織と間葉細胞を採取し，器官原基
法により再生歯胚を作製，自家口腔内で再生
歯を発生・萌出させることに成功したのであ
る．これまでの器官原基法の成果は，マウス
等を対象にしたものであり，採取した細胞も
胎生 10 日〜15 日の大変幼弱な歯原性細胞で
あったことを考えるとこの成果が如何に秀
でたものかがわかる．つまり，生後の大型動
物においても，何らかの条件を整えれば歯胚
の再生が可能となるのである． 
 一方で，本研究により，臨床応用に向けて
解決すべき問題も明らかになった．すなわち，
上皮間葉相互作用が活発な時期の細胞でし

か歯胚の誘導が起こらないのである． 
 例えば，マウスでは，胎生 12.5 日〜13.5
日のものは旺盛な歯胚誘導能があるが，それ
を超えると急激に歯胚誘導能が低下する．ま
た，細胞シーズの探索に成功しても，イヌの
歯のように発生期間があまりに長いようで
あれば，欠損補綴として臨床現場で受け入れ
られるのは難しい．したがって，①臨床的に
可能な方法でこの未分化な歯原性上皮細胞
や間葉細胞を得る方法や，②再生歯の発生・
成熟に要する期間の短縮化を目指した方法
の開発が急務となった． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的を以下に示す． 
(1) 生後のヒト由来の組織や細胞を用い，器

官原基法を応用することで歯胚を再生す
ることが可能かを明らかにする． 

 
(2) レーザーマイクロダイゼッション法およ

びRNA-Seqを用い，歯胚発生に関わる転写
因子の網羅的解析を行い，歯胚発生に関わ
るマスター遺伝子の探索を行う． 

 
(3) 歯胚発生の時間軸制御に関わる因子の探

索を行う． 
 
 
３．研究の方法 
 (1) ヒトの発育途上永久歯根尖相当部の容

易に分離できる軟組織から，未分化な間葉
系幹細胞が単離可能なことから，岡山大学
倫理委員会承認のもと，同意の得られた若
年者から，矯正治療等の理由で抜歯した第
三大臼歯歯胚を得た．本抜去歯から，ヒト
歯胚由来間葉系幹細胞 (SCAP)を得た．上
皮組織はすでに石灰化していることから，
胎生期のマウス歯胚由来上皮細胞とヒト
SCAP を用いて，器官原基法にて歯胚を構
築し，免疫不全マウスの腎皮下に移植した．
移植 4週後に回収し，組織学的評価を実施
した． 

 
(2) 30日齢のイヌより，帽状期の永久歯歯胚

を摘出し，凍結包埋を行い，凍結切片を作
成した．そして，レーザーマイクロダイゼ
ッション法にて，発生期の歯胚から未分化
な細胞及び分化誘導された細胞を特異的
に回収した．その後，RNeasy Mini kitを
用い，total RNAを精製した．そして，次
世代シークエンサーを用い，歯胚発生に関



わる因子の網羅的探索を実施し，歯胚発生
に関わる因子の抽出を行った． 
 また，マウス歯胚への遺伝子導入法の検
討を行った． 

 
(3) 再生歯の発生・成熟期間の短縮を目的に，

組織発生の時間軸制御に関わる因子の探
索を行った．実際には，発生速度の全く異
なる乳歯 (乳臼歯)および永久歯 (第一大
臼歯)歯胚を30日齢のイヌ下顎骨より採取
した．これらの組織を酵素処理により，上
皮組織および間葉組織に分離後，RNeasy 
Mini kitを用いてtotal RNAを精製した．
そして，cDNAマイクロアレイよる網羅的な
遺伝子発現解析を行い，両者の比較による
歯胚発生の時間軸制御に関わる因子の探
索を行った．また，抽出された因子に関し
ては，リコンビナントタンパク質を購入し，
歯胚発生に与える影響を器官培養実験に
て確認した． 

 
 
４．研究成果 
(1) ヒトの発育途上永久歯根尖相当部から

分離した hSCAP と胎生期のマウス歯胚由
来上皮細胞とヒト SCAP を用いて，器官原
基法にて歯胚を構築し，免疫不全マウス
の腎皮下に移植した．4週後に組織を回収
し，組織学的に評価した．その結果，エ
ナメル質，象牙質等の組織が再生されて
いる像が観察された (図 1)．本結果は，
出生後のヒトにおいても歯を再生可能な
細胞が存在することを示している．しか
し，この時期の歯胚のヒト上皮細胞はす

でに分化しており，歯を再生する能力は
有していなかった．今後は，歯を再生す
ることが可能な上皮細胞を探索すること
が必要不可欠であると考える． 

 
(2) 30日齢のイヌ帽状期の永久歯歯胚をから

レーザーマイクロダイゼッション法にて，
未分化な細胞及び分化誘導された細胞を
特異的に回収した．その後，RNeasy Mini 
kitを用い，total RNAを精製した．そして，
次世代シークエンサーを用い，歯胚発生に
関わる因子の網羅的探索を実施し，歯胚発
生に関わる因子に成功した． 
 次に，これらの遺伝子を歯胚に遺伝子導

入し，歯の発生に与える影響を検討する必
要があり，組織に遺伝子導入する方法の確
立が必要不可欠である．そこで，①レンチ
ウイルスベクターを用いた遺伝子導入系，
②NEPA21によるエレクトロポレーション
を用いた遺伝子導入系，③マイクロインジ
ェクターを用いて直接レンチウイルスを
組織内に注入する系の３つの方法を試み
た．①のレンチウイルスを感染させる実験
系では，組織の内部まで遺伝子が導入され
なかった．一方，②のエレクトロポレーシ
ョン法，③のマイクロインジェクション法
を用いることで，組織内部まで遺伝子が導
入されている像が観察された (図2)． 

 



(3) 発生時間軸制御に関わる候補遺伝子の
発現解析として，乳歯歯胚と永久歯歯胚の遺
伝子発現の差異を cDNAマイクロアレイにて
解析した．ヒートマップを図 3 に示す． 

 
 本解析結果から抽出された因子の中で，永
久歯歯胚にて高発現する遺伝子 X と，乳歯歯
胚に高発現する遺伝子 Y を見出した．これら
の分子の発現局在を確認するため，in situ 
hybridization 解析を行ったところ，遺伝子 X
は歯胚上皮幹細胞のニッチであるサーヒカ
ルループ領域の上皮細胞に遺伝子発現が集
積していた．一方で遺伝子 Y は歯冠部のエナ

メル芽細胞の領域にて発現集積が認められ
た (図 4)．これらの結果より，抽出された 2
つの候補遺伝子は歯胚上皮細胞の未分化性
維持や分化促進に影響している可能性が示
唆された． 
 次に，歯胚の器官培養系における抽出され

た遺伝子 X のリコンヒナントタンパク質の
添加により歯胚発生に変化が生じた． 
 本申請研究にて，歯胚発生および発生の時
間軸制御に関与している遺伝子が抽出され
た．今後，本研究で抽出された歯胚発生に関
わる遺伝子および歯胚発生の時間軸制御に
関わる遺伝子に関して，機能解析も含め詳細
に検討していく予定である． 
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