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研究成果の概要（和文）：　本研究では、骨分化誘導した羊膜を基質とした培養歯髄由来細胞シート（以下、羊
膜上培養歯髄由来細胞シート）を作成、組織学的・免疫学的に歯根膜に類似していた。この同培養シートを免疫
不全マウス腰背部皮下に移植すると、軟X線所見にて不透過像を認め、アリザリンレッドS染色、von Kossa染色
で高い染色性とオステオカルシン陽性を示し、異所性の骨形成を認めた。さらに、歯槽骨欠損ラットモデルの骨
欠損部位に同培養シートを移植すると、移植した部位では移植をしない部位と比べ顕著な骨再生を認めた。
　以上から、骨分化誘導した羊膜上培養歯髄由来細胞シートは、歯周組織の再生治療へ応用しうる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：    In the present study, we developed an osteoblast 
differentiation-inducing dental pulp-derived cell sheet on a human amniotic membrane by culturing 
the cell-membrane complex in a medium supplemented with osteoblast-inducer reagent. Implantation of 
the osteoblast differentiation-inducing dental pulp-derived cell sheet on the dorsal skin of nude 
mice led to the formation of calcified tissue. Similarly, implantation of the osteoblast 
differentiation-inducing sheet on periodontal bone defects in rats led to a significant increase in 
bone formation compared with the control sheet of cells cultured in a control medium.
    These findings suggest that the osteoblast differentiation-inducing dental pulp-derived cell 
sheet on a human amniotic membrane may be useful for the regeneration of periodontal tissue.

研究分野： 再生医療

キーワード： 培養シート　歯髄由来細胞　羊膜　骨分化誘導
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１．研究開始当初の背景 

(1)近年、骨髄間葉系幹細胞を用いた歯周組織

の再生が試みられている。発生学的に歯根膜

と同じ間葉系組織で分化能と表面抗原が類

似する歯髄由来細胞は（文献①）、歯の内部

に位置するため放射線などの有害刺激が少

なく、酸素濃度が低いために遺伝子への影響

が少なく、従来、抜歯後に医療廃棄物として

処理されていた乳歯、智歯などの永久歯から

比較的簡便に入手が可能であるとともに、歯

根膜と比べて細胞増殖能が高く（文献②）、

細菌感染の機会が少ないためにシート作成

の再現性が高い。さらに歯髄は、歯根膜と比

べ間葉系幹細胞が多く存在し（文献③）、骨

髄や脂肪と比べ間葉系幹細胞を低侵襲で簡

便に入手でき、歯髄バンクも既に存在するこ

とから安定した細胞の供給も可能である。 

(2)羊膜は胎盤の最表層を覆う薄膜で、免疫学

的に胎児を母体から隔離する特異な機序が

存在する。分娩後に胎盤からほぼ無菌的に採

取され、胎盤は分娩後に通常廃棄される組織

であるために、倫理的、技術的に入手が容易

である。発生学的には ES 細胞から 3〜4 段階

分化した段階であると考えられ、羊膜組織中

に多機能幹細胞が含まれている可能性があ

る。そして、免疫原性をもたず、各種細胞の

培養基底膜としても適しており、加えて、抗

炎症作用・感染抑制作用などを有し、他の組

織にはない特徴を備えている。生物学的材料

としては皮膚移植、膣形成術、腹部手術の際

の癒着・瘢痕防止、皮膚熱傷後など創部の被

覆による治癒促進、さらに眼表面の再建など

の手術療法に用いられ（文献④）、細胞培養

基質としてだけでなく、移植材料としても高

い有用性と有効性が注目されている。 

(3)これまでに我々は、羊膜を基質とした培養

口腔粘膜上皮細胞シートの作成方法（文献⑤）

を確立、各種口腔粘膜上皮欠損患者に対し臨

床応用を行い、拒絶反応等の異常なく良好な

結果を得、羊膜が細胞培養の基質として適し、

また新たな再生医療的治療法として極めて

有用かつ有効であることを報告した（文献

⑥）。次に、この細胞培養系を歯根膜由来細

胞に応用、培養歯根膜シートの作成に成功、

in vivo で自家移植を行う技術を開発した

（文献⑦, ⑧）。さらに、この培養歯根膜シ

ート作成技術を応用し、培養歯髄由来細胞シ

ートの作成に成功、同培養シートが培養歯根

膜シートと類似した組織構造であり、細胞染

色で骨分化能を有することを突き止めてい

る（文献⑨）。 

 

２．研究の目的 

(1)歯髄幹細胞が骨分化能を有することから、

羊膜上培養歯髄由来細胞シートを骨分化誘

導培養で作成することで、骨再生を目的と

した新規培養シートの作成と最適化する。 

(2)羊膜独自の有用性を併せ持つ新たな培養

シートとしての特性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)羊膜の採取および保存方法 

 羊膜は、帝王切開予定の妊婦から採取す

る予定であったが、安定した供給が得られ

なかったため、特定非営利活動法人・再生

医療支援機構・近畿羊膜バンク（京都）か

らの研究用羊膜の供給とした。 

(2)歯髄組織の採取と培養および羊膜上での

歯髄由来細胞の培養 

 抜歯術施行後の抜去歯をセメントエナメ

ル境で横断、歯髄組織のみを無菌的に採取

した。歯髄組織をコラゲナーゼ処理後、細

分し、感染症フリーの 10％ウシ胎仔血清

（FBS）と抗菌薬を添加した-MEM を用い初

代培養（文献⑩）。その後 3～4継代培養、

骨分化誘導培地（ペニシリン・ストレプト

マイシン, グリセロン酸, アスコルビン酸, 

デキサメサゾン含有 10%FBS DMEM）を用いて

羊膜上にこれら歯髄由来細胞を播種・培養

した。 
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(3)羊膜上培養歯髄由来細胞シートの組織学

的・免疫組織学的検討 

 作成された同培養シートが、どの程度正

常歯根膜に近いかを以下の項目にて検討を

行った。 

・組織学的検討…正常歯根膜は、紡錘形で線

維芽細胞様を呈した形態的な特徴を持った

細胞が層をなしている。そこで、ヘマトキ

シリン・エオジン染色を行い細胞形態が形

成されているかを組織学的に検討した。 

・免疫組織化学的検討…歯根膜は間葉系幹細

胞を含み、細胞間にはデスモゾームやタイ

ト結合の細胞接着装置が存在する。そこで、

細胞増殖し同様の接着構造が形成されてい

るか検討した。すなわち、蛍光抗体染色法

を用いて間葉系細胞マーカー（ビメンチン）、

細胞増殖マーカー（Ki-67）、間葉系幹細胞

マーカー（CD44, CD105, CD146 など）、デス

モゾーム構成タンパク（デスモプラキン）

およびタイト結合構成タンパク（ZO-1）の

局在について蛍光抗体染色法で検討した。

また、基底膜構成成分の局在についても基

底膜構成細胞接着タンパク（ラミニン 5/10）、

基底膜構成コラーゲン（type Ⅳ/Ⅶ 

collagen）について検討した（文献③）。 

(4)羊膜上培養歯髄由来細胞シートの骨分化

能の検討 

 作成した同培養シートから歯髄由来細胞

を採取、mRNA を抽出後、real-time PCR 法

を用いて骨分化マーカー（ALP, オスオポン

チン, オステオカルシン, 骨シアロタンパ

ク質）や転写因子（Runx2, オステリックス）

について検討した。さらに、ALP 染色、アリ

ザリンレッド S染色、von Kossa 染色などの

細胞染色で骨分化能について検討した。 

(5)骨分化誘導させた羊膜上培養歯髄由来細

胞シートの移植 

 7 週齢雄 BALB/c ヌードマウスの腰背部

皮膚を切開剥離、コントロール培地または

骨分化誘導培地を用いて約 4週間培養して

作成した同培養シートを静置、縫合した。

移植 4週間後、ペントバルビタール麻酔下

で軟 X線装置を用い、画像評価を行うとと

もに、ペントバルビタール麻酔薬の過剰投

与により安楽死させたマウスより移植片を

採取、免疫組織学的検討を加えた。さらに、

6週齢雄 SD ラットの上顎第 2臼歯歯頚部に

ワイヤーを 4週間結紮し、歯槽骨欠損モデ

ルを作成した。その後、歯槽骨欠損部位に

骨分化誘導した同培養シートを移植した群

を実験群、4週間静置した群を対象群とし、

マイクロ CT で画像評価を加えた。なお本研

究は、本学動物実験委員会で許可を受けて

いる。 

 

４．研究成果 

(1)羊膜上培養歯髄由来細胞シートの組織学

的・免疫組織学的検討ならびに骨分化能の

検討 

 骨分化誘導した羊膜上歯髄由来細胞は、ヘ

マトキシリン・エオジン染色において羊膜上

で単層構造を示した。そして、間葉系細胞マ

ーカーであるビメンチン、細胞増殖マーカー

である Ki-67 陽性を認めるとともに、細胞間

には細胞間接着マーカーである ZO-1 の発現

を認め、歯根膜と類似していた。さらに、間

葉系幹細胞マーカーである CD44、CD105、

CD146 の局在も認めた。骨分化誘導した同培

養シートは、アリザリンレッド S染色で高い

染色性を示すとともに、免疫組織化学でオス

テオカルシンの発現を認め、骨分化誘導がな

されていた。なお real-time PCR 法での検討

では、RNA 抽出が不十分であったために結果

が得られなかった。 

(2)骨分化誘導させた羊膜上培養歯髄由来細

胞シートの移植 

 ヌードマウス腰背部皮下に移植した骨分

化誘導した同培養シートは、軟 X線所見にて

不透過像を認め、アリザリンレッド S染色、

von Kossa 染色において高い染色性を示すと
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ともに、免疫染色でオステオカルシン陽性で

あったことから、移植後も石灰化した組織が

維持されていることが考えられた（図 1）。

マウス歯槽骨欠損部分に骨分化誘導した同

培養シートを移植した実験群は、対照群と比

べて有意に骨の増生がみられた（p≦0.05）

（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ヌードマウスへの移植 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 骨欠損部分への移植 
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阪府大阪市）。 

⑫本城賢一、山本俊郎、足立圭司、雨宮 傑、

金村成智。骨分化誘導した羊膜上培養歯髄由

来細胞シートの免疫組織化学的検討。第 57

回春季日本歯周病学会学術大会。2014 年 5

月 23〜24 日。長良川国際会議場（岐阜県岐

阜市）。 

 

〔その他〕 

第 60 回日本口腔外科学会 優秀ポスター発

表賞（ゴールドリボン賞）受賞。 
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