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研究成果の概要：マウス胎児の歯牙から象牙芽前駆細胞（odontoblast-lineage cell (OLC)）

を樹立した。そこで、ヌードマウスの皮膚に PuraMatrix に播種した OLC を移植したところ、

８週間後に移植した OLC の約２５％に有意な石灰化したコラーゲン塊が出現した。次に、歯

胚上皮組織と OLC の三次元培養系、及び in vivo 三次元再構成体の腎移植系において歯冠の

形成を観察できた。 

 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００６年度 5,600,000 1,680,000 7,280,000 

２００７年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

２００８年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

年度    

  年度    

総 計 15,000,000 4,500,000 19,500,000 

 

研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：人間医工学・生体材料学 

キーワード：細胞工学 , 歯胚, エナメル芽細胞, 象牙芽細胞, 歯再生 

 

１．研究開始当初の背景 

現在までに知られている歯の再生過程に

は,上皮-間葉相互作用が必須である。上皮系

の細胞が集積し,その周囲に存在する間葉系

組織に働きかけて分化を促す。さらに,間葉

系細胞が上皮系細胞に働きかけるといった

相互作用の中で再生が達成されている。また,

その鍵となる上皮系の細胞については,現在

のところ単離された細胞か,あるいは歯胚の

上皮組織そのものが利用されてきた。したが

って,培養によって十分に増殖させた細胞を

用いて,上皮一間葉間の相互作用を再現させ

ることは歯の再生療法の重要な課題の一つ

である。 

これまで当研究室では、マウス新生仔歯胚

から未熟なエナメル芽前駆細胞 ameloblast- 

leanege cell(ALC)を分離・培養し、in vitro

で細胞外マトリックスの産生誘導・石灰化に

成功した(Nakata A. et al., BBRC, 2003)。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、歯胚より樹立した歯の前

駆細胞を用い、エナメル質や象牙質の形成に

必至な上皮―間葉相互作用を明らかにし、さ
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らに歯の再生のための細胞導入治療法の開

発を目指した。本研究の第 1の目標は上皮―

間葉相互作用を利用して象牙芽細胞とエナ

メル芽細胞を効率的に分化誘導する。第２の

目標は分化誘導したエナメル芽細胞と象牙

芽細胞を用いて in vitro で歯冠を形成させ

る。そして第３の目標は、この産生されたエ

ナメルマトリックスを精製し、組織石灰化に

おける有効性を検討し、しいては歯組織再生

技術を開発する。 

 

３．研究の方法 

（１）上皮―間葉相互作用を利用した象牙芽

細胞とエナメル芽細胞の効率的な分化誘導 

①エナメル芽前駆細胞と間葉系象牙芽前

駆細胞の分化誘導因子を検索した。 

②コラーゲン膜に接着した前駆細胞を分

化誘導した。 

（２）生体内での歯牙再生 

「片面培養マトリックス産生細胞」ある

いは「フィーダー細胞上で培養した歯胚」

をラットの皮下・腎被膜下や歯科用バーで

削除したウサギの下顎大臼歯部の歯槽骨に

移植した。 

（３）三次元歯胚培養法による歯牙再生 

自発的に不死化された間葉系細胞系を用

いた歯胚の再生機構について、in vitro三次

元歯胚器官培養法およびで in vivo細胞移植

法を用いて行った。 

① E14.5 マウス歯胚から解剖学的に分離

し、dispase IIと DNase I を用いて酵素処理

を行い、胚葉性上皮組織を得た。 

②分離した胚葉性上皮組織と我々が樹立

した OLCとをコラーゲンドロップ内で三次元

的に再配置した。 

③上皮組織-OLC 再配置ドロップを腎皮膜

に移植し、歯芽形成を観察した。 

 

４．研究成果 

（１）エナメル芽前駆細胞を樹立した同様な

方法で、マウス胎児の歯牙の象牙芽細胞の形

質を有している papilla 細胞から継代培養し

て、不死化細胞を樹立した（図１）。この細胞

を象牙芽前駆細胞（ odontoblast-lineage 

cell, OLC）と命名した。象牙芽前駆細胞は、

DSP や DMP1 などの象牙質の細胞外マトリッ

クス・タンパク質を産生していた。また、高

カルシウム、グリセロールリン酸の添加によ

り、石灰化が促進された（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）我々の研究室で樹立した ALC と OLC

についてその機能発現に関する研究を行っ

た。最終目的は in vivo で歯再生を達成す

るための最適な効率のよい細胞外マトリッ

クス（足場）を開発することであった。

Matrigelはよく利用されているマトリック

スである。ヌードマウスの皮膚に Matrigel

に包埋した ALC を移植したところ１００％

細胞に石灰化が起こった。一方、Matrigel

に包埋した OLC を同様にヌードマウスに移

植しても組織学的に何も観察されなかった。

そこで、PuraMatrix（水溶性の人工合成低

分子ペプチドの水溶性ゲル）を用いたとこ

ろ、８週間後に移植した OLC の約２５％に

有意な石灰化したコラーゲン塊が出現した

（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ OLC の樹立 

図２ OLC における石灰化 

図３ PuraMatrix を用いた OLCの
in vivoでの石灰化 
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（３）我々は２種類の前駆細胞の２次元

共培養系を開発した。基底膜は歯根形成に

必須であるので、ポリマー性膜の表面に基

底 膜 を コ ー ト し た イ ン サ ー ト 上 に

PuraMatrix内に封入した細胞をサンドイッ

チ様に封入した培養法を考案した。細胞外

マトリックスの中に石灰化が観察された。 

（４）歯胚上皮組織と OLC との三次元培養

系にて歯冠再生を行った。in vitro 三次元

再構成培養系の開始後３日目でも、播種し

た OLC は円柱状の構造を保っていたが、２

週間後になると、OLC 細胞塊は外見的に上

皮組織周囲で収縮した。 

次に、このような三次元的に再配置した

OLC-上皮組織をマウスの腎皮膜下に移植し、

２週間観察した。in vivo におけるグルー

プ VI（胎生１４．５日目の上皮組織と OLC）

の組織切片は、コラーゲンを含んだ青色の

デンチン層と脱石灰化した赤茶色のエナメ

ル層とが明らかに区別された。GFP 陽性の

細胞は免疫組織染色法により移植部で観察

でき、OLC がバイオ再生医学で形成した歯

胚に存在していることが明らかになった。

グループ IV の組み合わせの内３分の２で、

しかしながら、不規則な組織形成を観察し

た。OLC の球形の再構成体内には、GFP 陽性

領域に出現しており、in vitro で最もよく

観察された（図４左図）。in vivo 実験では、

円形をした骨芽細胞様の細胞からなる骨様

形成領域に囲まれたケラチン層が観察され

た（図４右図）。これらの結果から、移植し

た３分の１が歯組織に分化した。OLC 由来

GFP 陽性の細胞は免疫組織染色法にて石灰

化した歯胚に存在していることを証明でき

た。OLC は上皮―間葉系相互作用により機

能を持った象牙芽細胞に分化したことが分

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このように in vivo における実験は生理

的な環境に即しているので有益な結果をも

たらした。一方、in vitro での上皮―間葉

系細胞の混合実験は器官形成過程における

相互作用（組織―細胞、細胞―細胞間の相

互作用）を検討するために有力な手段とな

ることが分かった。 

以上のことから、我々は歯再生実験にお

いて、OLC は歯間葉系組織に充分代替でき

る細胞であることが判明した。従って、我々

が樹立した OLC は歯の分化・再生過程にお

いて有用な研究材料になると思われる。 
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