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研究成果の概要：今回提案した研究課題を通じて、マラッセ上皮遺残細胞の長期間の培養に成

功した。次に培養マラッセ上皮細胞は歯髄細胞と共培養することで、エナメル芽細胞に分化し

た。さらに、組織工学的手法に用いて、培養マラッセ上皮細胞と歯髄細胞を移植すると、移植

体の中にエナメル質が形成した。これらの結果から、マラッセ上皮遺残細胞がエナメル質形成

能力を持っていることが確認でき、予定した研究課題を成就できたと考えられる。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 7,100,000 円 2,130,000 円 9,230,000 円 

2008 年度 6,200,000 円 1,860,000 円 8,060,000 円 

年度  

年度  

  年度  

総 計 13,300,000 円 3,990,000 円 17,290,000 円 

 
研究分野：再生医学・幹細胞学 

科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 

キーワード：アメロゲニン、エナメル質再生、エナメル芽細胞、歯髄細胞、 

上皮ー間葉相互作用、組織工学的手法、歯の再生、マラッセ上皮遺残細胞 

 
１．研究開始当初の背景 
 
 歯の再生方法が近年、いろいろな施設で報
告されている。エナメル質を形成する歯胚上
皮細胞は歯冠が完成すると消失する。そこで、
新たな細胞源が必要である。 
一方で、生体に残っている歯原性の唯一の

細胞であるマラッセ上皮遺残細胞の組織形成
能を検討した報告は今までに一報もなかった。 
 
２．研究の目的 
 
われわれは、今までに歯胚細胞から歯牙組

織を再生させる技術を開発したが、歯胚以外

の細胞から歯を再生させる技術の確立には至
っていない。 

 
 成人の歯根表面に生存するマラッセ上皮
遺残細胞は、歯原性細胞として唯一、成体の
中で残されている上皮細胞である。このマラ
ッセ上皮遺残細胞からエナメル質を形成さ
せる技術を確立することは、より多くの症例
に応用できる技術となり得ると考えられる。
近年、マラッセ上皮遺残細胞が歯根膜組織
から採取できることが報告され、歯根膜細
胞と共培養することで、培養・増殖できる。 
 しかし、マラッセ上皮遺残細胞のみを培養
する技術は、まだ確立されていない。そこで



この研究では、マラッセ上皮遺残細胞のみを
表現系を維持しながら培養増殖させる術式を
確立し、その特性を解析すること、次に、こ
の培養･増殖させたマラッセ上皮遺残細胞の
エナメル質形成能を評価することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
 従来、マラッセ上皮遺残細胞の形質を維
持しながら継代させることに成功した報告
はない。今までの報告では、マラッセ上皮
遺残細胞を歯根膜組織から採取し培養する
と歯根膜細胞が混入する。そこで、トリプ
シン処理すると、歯根膜細胞は排除され、
マラッセ上皮遺残細胞のみとなるものの長
期間の継代培養が困難である。 
 
 われわれは、3T3細胞と歯胚上皮細胞を混
合培養することで、形質を維持しながら長
期間の培養に成功している（Honda et.al. 
Arch Oral Biol. 2006, 51:282-90）。そこ
で、初年度は、マラッセ上皮遺残細胞を歯
根膜組織から単離し、3T3細胞をフィーダー
レイヤーとした混合培養にて継代し、マラ
ッセ上皮遺残細胞の形質が長期間維持され
ていることを確認した。 
 マラッセ上皮遺残細胞を歯根膜組織から
容易に分離することに成功し、3T3細胞との
共培養は可能であった。細胞を継代した後
の形質の維持の確認には、二つの方法で検
討した。 
 第1に、マラッセ上皮遺残細胞からmRNAを
採取し、マラッセ上皮遺残細胞特異的な遺
伝子の発現をRT-PCRによって比較・解析し
た。第2に、細胞から分泌されるタンパクの
発現を免疫細胞化学的に観察した。 
 
 
歯髄細胞の培養方法の確立 
 
 歯髄組織は、歯根膜組織を採取した後に、
歯牙の歯冠部を破切して、歯髄を採取した。
酵素処理にて歯髄細胞を単離し、通常の培
地に20％の血清にて細胞は増殖した。この
培養方法にて細胞がアルカリフォスファタ
ーゼ活性（ALP活性）の上昇を認めることを
確認した。これは、培養している細胞硬組
織の形成を示唆するものである。次に継代
した細胞が表現系を維持していることを歯
髄細胞特異的な遺伝子とタンパクの発現を
RT-PCRと免疫細胞化学的に解析した。 
 
 次に、マラッセ上皮遺残細胞がエナメ
ル芽細胞に分化することを確認するため
に、in vivoにて組織工学的手法を用いて
マラッセ上皮遺残細胞と歯髄細胞との上

皮―間葉相互作用によってエナメル芽細
胞に分化し、エナメル質を形成すること
を確認した。 
 
４．研究成果 
 初年度において3T3細胞をフィーダーレイ
ヤーとしたマラッセ上皮遺残細胞の培養方
法を確立することに成功した。 
 われわれは、今までに3T3-J2細胞と鐘状
期歯胚上皮細胞を混合培養することで、歯
胚上皮細胞の初期の形質を維持しながら継
代培養に成功している。そこで、同じ手法
を用いることで、マラッセ上皮遺残細胞の
形質を維持したまま継代培養できることが
確認できた。 
 
 マラッセ上皮遺残細胞の形質維持の確認
には、二つの方法で検討した。第1に、マラ
ッセ上皮遺残細胞からmRNAを採取し、現在
までにマラッセ上皮遺残に発現することが
知られている細胞特異的な上皮細胞のマー
カー遺伝子およびエナメルタンパクのマー
カー遺伝子群の発現をRT-PCRによって比
較・解析を行った。RT-PCRの結果では、初
代マラッセ培養細胞と10継代した培養マラ
ッセ上皮細胞においてその遺伝子発現パタ
ーンは類似していた（歯周病学会にて発表）。 
 
 さらに、継代した培養マラッセ上皮遺残
細胞のタンパクの発現を解析した。継代培
養した細胞を、マラッセ上皮遺残細胞から
上皮細胞のマーカーとなるサイトケラチン
とエナメル関連タンパクのアメロゲニンの
発現を免疫細胞化学的に検討したところ、
継代培養した培養マラッセ上皮細胞はサイ
トケラチン14陽性であり、アメロゲニン陰
性であり、この発現パターンも初代培養と
類似していた（歯科基礎学会にて発表）。 
 
 この共培養法で増殖した細胞をRT-PCRに
てエナメル上皮細胞関連遺伝子の発現パタ
ーンで解析すると、初代マラッセ上皮遺残
細胞の形質を維持していることが示唆され
た。 
 
 最終年度において、今回申請した研究
課題の最終目的となるマラッセ上皮遺残
細胞が歯の形成能を所有しうることを検
討した。 
 初年度に確立した方法でブタ乳歯歯根
膜からマラッセ上皮遺残細胞を単離およ
び培養し、その培養マラッセ上皮遺残細
胞とブタ第三臼歯歯髄組織から単離した
歯髄細胞を共培養することで、マラッセ
上皮遺残細胞がアメロゲニンを発現する
ことを免疫細胞化学染色とRT-PCRによっ
て確認した。マラッセ上皮遺残細胞を単



独で培養した場合およびフィーダー細胞
と共培養した時はアメロゲニンを発現し
なかった。したがって、マラッセ上皮遺
残細胞は歯髄細胞と共培養するとエナメ
ル芽細胞に分化することが示唆できる。 
 
 次に歯の組織形成能を検討するために、
培養マラッセ上皮遺残細胞と歯髄細胞を
コラーゲンスポンジの担体に播種してヌ
ードラットの腹部大網に移植した。移植
4 週後と 8 週後に試料を取り出して、組
織学的及び免疫組織化学的に解析した。
移植 4 週後では、すでに象牙質は再生し、
その再生した象牙質上にアメロゲニンに
陽性となるエナメル芽細胞が配列してい
た。さらに、移植 8 週後においては、象
牙質―エナメル質の複合体が再生し、エ
ナメル質はアメロゲニン抗体に陽性であ
った。これらの結果から、マラッセ上皮
遺残細胞は歯髄細胞との上皮―間葉相互
作用によって、生体内においてもエナメ
ル芽細胞に分化し、エナメル質を形成で
きることを確認した。 
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