
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年  月  日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2006～2008 

課題番号：１８３９０４８５  

研究課題名（和文） メダカ咽頭歯器官培養系を用いた歯の再生実験モデルの確立と幹細胞の

探索 

研究課題名（英文） Establishment of organ culture system for tooth regeneration using 

pharyngeal teeth of medaka and its use for the exploration of dental stem cells   

  

研究代表者 

高野 吉郎（TAKANO YOSHIRO） 

東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・教授 

研究者番号：９０１２６４２５ 

 
 
研究成果の概要：  
本研究は常時 脱落と交換を繰り返すメダカ咽頭歯を用いた歯の再生実験モデルの確立を目的

に計画されたものであり、咽頭歯骨部の構造基盤と歯の発生・発達・交換の全容を初めて光顕、

電顕レベルで明らかにした。更に同部の器官培養系を立ち上げて歯胚とその関連細胞の分化・

機能維持が可能な培養条件を決定した。本メダカ咽頭歯骨部器官培養系は歯の発生・発達に伴

う機能分子の消長と vivo での確認が困難な咽頭歯脱落・交換のリアルタイム観察が可能であり、

歯の再生研究への活用が期待される。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
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２００８年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

年度  

  年度  

総 計 15,400,000 4,620,000 20,020,000 

 
 
研究分野：医歯学 
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１．研究開始当初の背景 小型硬骨魚メダカは孵化前から歯の形成

が始まり、孵化直後には咽頭部に複数の歯
（咽頭歯）が萌出している。咽頭歯は個体の
成長とともにその数を増し、成魚では体長が
わずか３センチ程度にもかかわらず、咽頭骨
上には上下顎合わせて 1000 本にも及ぶ咽頭
歯が配列している。魚類一般がそうであるよ
うに、メダカは多生歯性であり、咽頭骨上で
は夥しい数の咽頭歯が常に脱落と新生を繰

歯の再生は歯科医療の究極の到達目標の一
つといえる。近年の幹細胞研究の進展によっ
て、生体では様々な組織に「組織幹細胞」が
存在することが知られており、事実、歯の発
生の場においても、生涯伸び続けるマウス切
歯ではエナメル上皮中に幹細胞 nicheが存在
することが示され、わずかずつではあるが、
歯の再生医療が現実味を帯びてきている。  



４．研究成果 り返している。メダカ咽頭歯の圧倒的な数の
多さと、この多数の歯が生涯脱落、交換、新
生を繰り返すという事実は、この小型魚が歯
の幹細胞の同定と歯の交換サイクルを制御
するメカニズムを解明するための実験モデ
ルとして、非常に優れた特性を有しているこ
とを意味している。 

（１）顎歯と咽頭歯 
メダカは顎骨（歯骨）と咽頭骨上に顎歯と咽
頭歯を有し、成魚では１個体あたり顎歯は
150-200本、咽頭歯は800-1000本にも達する。
上下顎ともに左右一対の咽頭骨上には、体軸
のほぼ直角方向に、全長 100μm 程の小型歯
が畝状に整然と配列している（下図参照）。 本研究の開始時点では、メダカ咽頭歯部を

歯の再生研究のモデル実験系として用いた
例は皆無であり、現時点に於いても国内外を
通じて本研究が初の試みである。 

 
 
 

  
  

２．研究の目的 
メダカ咽頭歯を用いた新規の歯の再生実験
系の確立を目指して以下の各項目について
検討する。 
（１）メダカ咽頭歯とその支持骨の発生、発
達、脱落・交換の経過の形態学的解析 
（２）メダカ咽頭歯とその支持骨の発生、発
達、脱落・交換の過程で発現する機能分子の
同定と局在の解明 
（３）メダカ咽頭歯骨部の器官培養法の開発
と器官培養 
（４）器官培養系のタイムラプス観察による
メダカ咽頭歯の脱落・交換の実際の観察 
（６）歯の形成異常をきたすメダカ突然変異
体の解析 
（５）幹細胞マーカーを用いた in vivo, in 
vitro での幹細胞（ニッチ）の探索 
 
 
３．研究の方法 
メダカ咽頭歯骨部の空間配置の詳細を明ら
かにし正確に把握することは本研究の基盤
を成す重要事項である。軟 X 線、μCT 画像
からの咽頭歯骨部の立体復構および走査型
電顕観察を行い、歯の配列とその支持骨の三
次元立体構築を明らかにする。その上で咽頭
歯の発生、発達と脱落・交換の過程を光顕、
電顕レベルで明らかにし、酵素組織化学と免
疫組織化学、in situ hybridization を併用し
て、歯胚の分化レベルと機能分子の発現およ
び局在を明らかにする。 
 咽頭歯骨部の器官培養系の確立は本研究
の根幹を成すものであり、培養に供する咽頭
歯骨部の試料調整に加え、長期培養可能な培
地とガス雰囲気の設定、培養温度の調整など
全般を試行して最適条件を絞り込む。メダカ
咽頭部は孵化時点で既に歯が萌出している
ため、通常の摘出歯胚の培養に比べ、全処置
としての殺菌処理の検討も重要となる。 
 器官培養の経過は、可能な範囲でタイムラ
プス顕微鏡によるリアルタイム観察を試み
る。培養試料は微細構造、細胞増殖活性、機
能マーカーの発現を in vivoと比較評価する。 
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咽頭歯 
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 メダカ頭部矢状断面模式図  顎歯(アリザリン赤染色） 

 
 
 
 
 

上顎咽頭歯骨 下顎咽頭歯骨 

右は上下顎咽頭歯骨のμCT3D 像 

 
 
 上顎歯は歯足骨を介して咽頭骨と線維性
結合を、下顎歯は骨性結合をしており、エナ
メロイドで覆われた歯冠先端部をわずかに
口腔内へ露出させている。下図は下顎咽頭歯
骨部の矢状方向の厚切り切片である。幾条か
の機能歯群と、その深部に形成途上の歯が認
められる。点線は口腔粘膜上皮の位置を示す。 

咽頭歯骨部の Technovit 切片 赤は TRAP 反応 

咽頭骨 

咽頭骨

矢印は機能歯 

 
矢状断組織切片を観察すると、歯足骨を介し
て咽頭骨上に結合している機能歯群と、その
間の粘膜上皮から深部へ伸びだす様々な発
達段階の歯胚が見られる。歯足骨と歯根表面
には強い酒石酸耐性酸性フォスファターゼ
(TRAP)活性陽性細胞が局在し、同所で活発な
骨吸収と歯根の吸収が進行していること、す
なわち活発な歯の脱落と交換が進行してい
ることを示している。 



（４）咽頭歯骨部でのみ破骨細胞の分化と高
回転型骨改造が進行する理由は何か 

（２）咽頭歯骨にはメダカ骨格系で唯一多核
で波状縁を有する破骨細胞が存在する 

 メダカは顎骨と咽頭歯骨部以外では、椎骨
の神経弓と血管弓の内面に単核の破骨細胞
が存在するのみであり、そこでの骨吸収活性
は低い。 

 メダカでは椎骨の一部を除き、全身の骨格
に TRAP 陽性細胞は殆ど認められず、椎骨の
陽性細胞も単核扁平で波状縁を欠いている。
一方で TRAP 陽性細胞が多数集積している咽
頭歯骨部には単核の TRAP 陽性細胞も多く認
められるが、多核で発達した波状縁を有する
大型の破骨細胞も高頻度で観察される。咽頭
歯骨部では歯の新生と発達に呼応した骨形
成も盛んであり、同部が旺盛な骨の吸収と添
加による活発な骨代謝回転の場であること
を示している。 

 我々のこれまでの研究により、PTHrP KO マ
ウスでは破骨細胞の機能低下が生じ、骨梁に
よる歯胚の圧迫障害と、歯の萌出路の形成不
全による歯の萌出不全が起きることが明ら
かにされている。そこで今回、メダカ咽頭歯
骨部の前頭断切片上で PTHrP in situ 
hybridization を試みたところ、咽頭歯歯胚
に PTHrP のシグナル発現が確認された。咽頭
歯骨部では、歯胚が産生する PTHrP が局所の
骨芽細胞を活性化し、間接的に咽頭歯骨部の
破骨細胞の活性化を促進するものと考えら
れた。 

 
 
 
 
 
 

咽頭歯骨部前頭断切片 

PTHrP in situ 

TRAP

 
 
 
咽頭歯骨部に見られた多核で波状縁を有する破骨細胞 

 
明確な局在性を示す

TRAP 陽性の多核細胞

（矢印）。 

 咽頭歯骨部の破
骨細胞は主に歯と
歯足骨の吻側に位
置することから、
歯とその支持骨の
吸収は前方（図左
方）から進行する。 

 
歯胚が産生する PTHrP

が骨芽細胞を活性化し、

骨芽細胞が破骨細胞の

分化と活性化を促す 

 
（５）咽頭歯骨部の器官培養系 

（３）メダカ咽頭歯部では次世代、次々世代
歯胚の形成が連動して進行する 

歯胚が発達する咽頭歯骨部は粘膜固有層が
疎であり、特に歯胚周囲はリンパ洞が発達し
ているため物質の拡散性が高く、器官培養に
適している。しかし咽頭歯骨部の器官培養試
料は口腔への露出部を含むため、前処理とし
て入念な消毒殺菌処置が必要である。あらか
じめグリーン Fゴールド添加水にて２～４日
間絶食飼育したメダカから咽頭歯骨部を摘
出し、ヒポクロ・PBS とファンギゾン・PBS
で処理してから培養を開始した。一部は実体
鏡下で機能歯５本分程の厚さにスライスし
てからヒポクロ・PBS,とファンギゾン・PBS
で処理した。培養液はアスコルビン酸と抗生
物質を含む 10%FCS 加 L15 とし、26℃空気雰
囲気で２～９日間培養して高成績が得られ
た。一部試料は培養下でセルウオッチャー®
によるタイムラプスムービーを撮影し、器官
培養下における咽頭歯の脱落・交換の様相を
観察した。 

咽頭歯部の矢状断
切片を注意深く観
察すると、機能歯
(I)の後方に発達
した歯胚(II)と、
更にその後方に連
なる初期歯胚
(III)を認めるこ
とができる。この
ような場合、機能
歯の歯足骨は既に
吸収が進んでいて、
脱落間近である場

合が多い（矢印）。まだ機能歯の吸収が進行
していない状況で次々世代の歯胚を見るこ
とはなく、歯胚の形成誘導が歯の脱落と呼応
して進行している様子が伺われる。上下顎合
わせて 1000 本にも及ぶ個々の機能歯で代生
歯の形成が常時進行している事実は、同部に
歯の幹細胞が豊富に存在する可能性を強く
示唆しており、メダカ咽頭歯部を歯の再生実
験系へ応用する意義は大きい。 

(I) 

(II) 

(III) 

 タイムラプス観察により培養２４～４８
時間で複数の機能歯が倒壊し、粘膜固有層内
へ沈下する様相が確認された。組織像のデー
タと併せ、本培養結果はメダカ咽頭歯が交換
に際して口腔内へ脱落するのではなく、粘膜



固有層へ沈埋し破骨細胞によって吸収され
ることが明らかとなった。 
 

咽頭歯骨部スライス培養のタイムラプス像 

 
培養下における機能歯の新生はまだ確認

さ

改良を
進

赤  
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