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研究成果の概要（和文）： 歯堤の動態を検証する事は歯胚発生初期を検証する事であり、この検証は再生歯胚
ソース、再生期間の短縮、安全性などに寄与するのみならず、過剰歯、歯牙腫、歯原性腫瘍などの発生メカニズ
ム解明にも寄与すると考えられる。
 しかし、歯堤の動態を検証する実験系が確立されていないため、これまで多くの知見は得られていない。その
ため、本課題では歯堤の動態検証の実験系の確立に着手した。その結果、培養試料採取時期の決定と大量培養法
を確立し、更に培養下で起こる分化を遺伝子レベルで解析出来る様になった。

研究成果の概要（英文）：The analysis of dental lamina helps to clear the early stage of dental 
formation. That analysis contributes to not only establishment of the artificial tooth germ (e.g.; 
cell source, culture period and safety), but also clarification of the etiology of supernumerary 
tooth, odontoma and odontogenic tumors.  
But the behavior of the dental lamina remains largely unclear due to the difficulty to mimic the 
procedure. Thus it is extensively necessary to establish the experimental model for the early stage 
of dental formation. To understand the variety of events of dental lamina during early stage of 
dental formation, further investigation is needed and our organ culture is essential to develop the 
experimental model.
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１．研究開始当初の背景 

 今日、再生医療が脚光を浴びており、骨・

粘膜など単一細胞による再生医療は一部実

用化されつつある。しかし、複合組織かつ立

体構造をもつ器官の再生までには至ってい

ない。多くの器官と同様に上皮・間葉相互作

用で発生する歯は、他の器官と比べてサイズ

が小さい事、血流や周囲の組織に殆ど依存し

ない事、動物実験を行なう場合に歯の欠損に

よって動物が死に至らない事などから、器官

発生や再生研究の上で優れたモデル器官・実

験系といえる。このことは、我々歯科領域の

研究者のみならず、器官の発生や再生に携わ

る研究者にとっても広く認知されており、そ

の発生機構の解明は広く求められている。 

 これまで、歯の発生研究は歯冠形成期の上

皮・間葉相互作用を中心に進められてきた

（Thesleff et al, J Cell Sci 2003 など）。申請

者らも細胞培養や歯胚の器官培養を用いて、

分化誘導シグナルの肝細胞増殖因子（HGF）

や骨形成タンパク（BMP）4などの関与を明

らかにしてきた(Matsumura, Tabata et al, 

Int J Dev Biol 1998; Tabata, Matsumura et 

al, Development 1996; Tabata, Matsumura 

et al, J Histochem Cytochem 2003;  Liu, 

Tabata, Matsumura et al, Eur J Oral Sci 

1998)。また、器官培養等を用いて歯根形成

期についても、IGF-1や骨芽細胞分化に必須

の転写調節因子 Runx2などの関与を明らか

にしてきた（Fujiwara, Tabata et al, Cell 

Tissue Res 2005; Hirata et al, J Histochem 

Cytochem, 2009.）。しかし、歯胚培養では見

事な歯冠が形成されるにもかかわらず、細胞

培養では基質形成や細胞形態が貧弱でその

落差が大きかった。そこで、2007年より申

請者らは上皮と間葉の細胞を個々に調整し、

個々に制御できる共培養法＝TDL培養を開

発し、エナメル芽細胞の典型的な形態と歯胚

組織の再構築を可能にしてきた。 

 一方、他のグループは異なったアプローチ

で再生歯胚をつくり（Tsuji et al, Nature 

Methods 2007）、そこから歯胚再生の新たな

可能性が示される様になってきた。しかし、

再生歯胚を作る細胞をどこから得るか、培養

期間をどこまで短縮できるか、歯冠や歯根の

形態制御をどこまでできるか、など未だ課題

が多い。しかし、近年の研究では、歯堤にお

いて幹細胞の存在が示されており（Juuri et 

al, Dev Cell 2012）、歯堤伸長が続く多生歯性

動物では、幹細胞マーカーのひとつ Sox2 の

発現も続くことから（Richman & 

Handrigan, Genesis 2011）、歯堤が伸長する

歯胚発生初期を解明する事は再生歯胚作製

に関する諸問題を解決出来る可能性を秘め

ている。そこで、前述の歯胚の器官培養法を

歯胚発生初期の in vitro実験系に応用して、

歯胚発生初期のメカニズム解明に切り込む

ことを着想した。 
 
２．研究の目的 

 申請者らは、このプロジェクトを以前に、

下顎骨器官培養（Fujiwara, Tabata et al, 

Cell Tissue Res 2005）を導入した歯根形成

期の機能的解析を試みてきた。そこで、これ

まで行ってきた歯胚の器官培養法を歯胚発

生初期の in vitro実験系に応用して新たな器

官培養法の確立と新たな実験系による歯胚

発生初期での各因子の機能的解析を目的と

した。 
 
３．研究の方法 

(1)試料の検定 

①下顎臼歯の採取 

 胎生 10-16 日齢（E10-16）マウスより下

顎骨を摘出し、氷温の Hanks へ浸漬した。

摘出された下顎骨を実体顕微鏡下で周囲

硬軟組織を除去しながら下顎臼歯を摘出

して試料とした。 

(2)観察方法 

①固定・脱灰 

 10% パラフォルムアルデヒドで常温下、



または 4% パラフォルムアルデヒドで 4℃

下、3日間浸漬固定した。脱灰まで期間が

ある場合には、0.05M Phosphate Buffer 

pH7.4 に浸漬して 4℃保存した。脱灰は 5% 

EDTA または 10% ギ酸で行った。 

②切片作成 

 通法通り、脱灰後、パラフィン包埋を行

い、ミクロトームを用いて厚さ 6μmに薄

切した。 

 凍結非脱灰切片の作成は、サンプルを

TCA コンパウンドに埋没・凍結し、包埋後、

川本法で薄切、または、クリアレジン樹脂

（テクノビット）包埋後、薄切した。 

③染色 

 形態観察では、通法通り、

Hematoxyline-Eosin 染色（HE 染色）を行

なった。 

(3)臼歯歯胚器官培養 

①胎生期のマウス胎仔の下顎臼歯を実体顕

微鏡下で摘出した。 

 ②抗生物質入りの Hanks BSS などで洗浄

して、試料を無菌化した。 

 ③ニトロセルロース紙に向きを考えなが

ら試料を配置した。 

 ④二重シャーレ、もしくは通常シャーレに

ステンレスメッシュの台を設置し、この上

に歯胚を配置したニトロセルロースを置

いた。 

 ⑤培地は BGJb を使い、液量は歯胚がちょ

うど界面になる高さにまで満たして、100%

湿度、5% CO2 37℃のインキュベータで培

養した。 

 ⑥培地は翌日から 2日に一度、交換した。 

(4)プライマーの作成 

①発現パターンなどから、歯胚に特異的に

発現する遺伝子のリストを作成した。 

 ②Entrez で目的遺伝子の配列を取得した。 

 ③Blastn で配列のホモロジー検索を行い、

配列の中でどこがホモロジーが低いかを

把握した。 

 ④Primer3 plus でホモロジーの低いとこ

ろをねらったプライマーを作成した。プラ

イマー長は 20base、プロダクトは 500base

以上になるように設計した。 

 ⑤北海道システムサイエンスにプライマ

ー合成を発注した。 

(5)プライマー検定 

①合成したプライマーが到着後、歯胚など

から抽出した RNA を元に作成した cDNA 

をテンプレートとして、PCR を行った。 

 ②PCRのプロダクトをアガロースゲル電気

泳動にて確認した。シングルバンドがしっ

かり出ていれば、プライマーがうまく出来

ていることを意味する。複数バンドが出現

した場合には、もう一度、設計からやりな

おした。 

  

４．研究成果 

（1）器官培養の試料採取時期の検討 

 E10,11,16 マウスの下顎臼歯を検討した。

E10 では、サイズが小さく（下図 E10）臼歯

歯胚の形成を認めなかった。E11 では上下顎

に歯胚初期を示す粘膜の肥厚（E11c；*上顎、

**下顎）を認めたが、歯堤の観察および培養

には早いと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 E16 では、第一臼歯（M1）、第二臼歯（M2）

を認めた（連続切片 E16a-d）。M1 がまず現れ、

やがて M2 が見え、M1 の後端と M2 の前端が



連結する様にして発生していた。一瞬、M1

の上にひろく粘膜上皮と癒合している部分

（*）が現れ、これは、薄い葉状構造（歯堤）

と考えられた。そして、M2 の上部が粘膜上

皮と歯堤でつながっているような像となっ

ていた。 

  つまり、この葉状乳頭の前端と後端が太

くなっていてかつ弯曲している様であり、 

あたかも乳歯と永久歯をつなぐ歯堤のよう

な構造が M1 と M2 の間に再現されていた。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）大量器官培養 

 前記試料を用いた培養を従来通りに行っ

ていた所、サンプル数の問題が生じたため、

従来のニトロセルロースを大きくし、試料の

配置を工夫することで大量培養することが

可能となった。なお、試料採取は歯胚発生時

期および試料サイズからE14が適正と判断し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）遺伝子プライマーの作成 

 歯胚発生に機能している遺伝子を検出で

きるよう、それぞれの RNA 配列を Embl や 

NIH から得て、PCR 用のプライマー（フォワ

ード鎖とリバース鎖）を設計した。 

  プライマーを作成する時は、フォワード

とリバースに挟まれる長さ（＝プロダクト長

に相当）を 500bp 以上にして、将来、in situ 

用プローブ作成にも使えるようにした。テン

プレートとしては、ラットおよびマウスの歯

胚から抽出した RNA を cDNA 化したものを用

いた。また、歯胚をさらに上皮と間葉に分け

たもの、エナメル芽細胞や象牙芽細胞由来の

株細胞なども用いて、個々のプライマーに合

わせたテンプレートを使って、その品質のチ

ェックをした。PCR 後、プロダクトをアガロ

ースゲル電気泳動した例を図に示す。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 こうした作業の結果、現在、使用できる品

質のプライマーとして、Amelogenin、

Calretinin (Calbindin 2)、CGRP (CALCA)、

DMP-1、EGF、Enamelin、FGF1,2,4、HGF、Keratin 

14、MMP-20(Enamelysin)、p21、Runx2 等、マ

ウスで、40種以上、ラットで 40 種以上、作

製した。これらを使って、培養下で起こる分

化を遺伝子レベルで解析できるようになっ

た。 
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