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研究成果の概要（和文）：本研究では骨髄幹細胞を用いた歯牙再生医療の臨床応用を目指す為、

骨髄幹細胞の歯牙構成細胞への分化誘導制御に関する基礎的研究を行った。その結果、骨髄幹

細胞は歯や歯周組織を構成する様々な細胞への分化能を有していることが証明された。また歯

髄中に存在する幹細胞の解析から、骨髄幹細胞の歯牙構成細胞への分化誘導の可能性が示唆さ

れた。以上の結果は、将来の歯科再生医療において、骨髄に含まれる細胞から歯を形成できる

可能性を示すものである。 

 

研究成果の概要（英文）：This research was performed as a fundamental study for the clinical 

application of tooth regenerative medicine. In this research, we explored the possibility 

of guided differentiation induction of tooth component cells from bone marrow stem cells. 

The results revealed that bone marrow stem cells might possess differentiation capacity 

into tooth component cells and periodontal ligament. Moreover, stem cells in the dental 

pulp might bear similar characteristics with bone marrow stem cells. All the results 

demonstrated that the possible utilization of bone marrow stem cells in the prospective 

tooth regeneration medicine. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年, ES・体性幹細胞の多分化能が明らか

になり、さまざまな臓器において幹細胞を用

いた再生医療に関する研究が報告がされて

いる。心筋梗塞等、一部の疾患では実際に骨

髄幹細胞を用いた臨床研究が行われており、

新しい治療法として期待されている。 

 歯科分野では歯髄や歯胚を用いた歯牙再

生医療に関する研究報告がなされている。歯

髄を用いる方法では、智歯および乳歯歯髄か

ら得られた歯髄細胞を用いて、象牙芽細胞や

神経系細胞の分化誘導に成功している。歯胚

を用いた研究では、マウス歯胚から得られた

上皮および間葉系細胞からエナメル質を含

むほぼ完全な歯牙構築に成功している。これ

らの研究は歯科分野における再生医療研究

を躍進させた大きな功績であると思われる。 

 しかしながら歯髄および歯胚を用いる方

法は、自身の健康な生活歯、あるいは発生段

階にある他家歯胚を用いる必要性があり、健

全な歯の損失、材料の入手方法，免疫原生等、

様々な問題点があり、実際に再生医療に用い

ることは困難であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 申請者は現在までに骨髄幹細胞の多分化

能に関する研究を行っており、GFP マウス由

来骨髄細胞を X線照射後の野生型マウスに移

植する事により、骨髄幹細胞が、神経組織支

配下にある嗅上皮感覚細胞等、様々な細胞に

分化可能であることを明らかにしている。歯

牙組織に関しては、同様の GFP マウス由来骨

髄細胞の移植実験系において、GFP 陽性細胞

が歯根膜組織の一部、および歯髄組織に多数

認められることを確認している。また、申請

者らは成長因子を用いて、硬組織関連幹細胞

の細胞分化制御に関する研究も行ってきて

いる。 

 そこで申請者は現在までに習得した骨髄

幹細胞研究に関する技術・知識を応用し従来

不可能であった、骨髄幹細胞からの歯の形成

を可能とする、骨髄幹細胞を用いた歯科再生

医療の新規技術の開発を試みる。そのため本

研究では、骨髄幹細胞の歯牙構成細胞への分

化誘導制御に関する基礎的研究を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）GFP マウス由来骨髄細胞の移植 

 GFP トランスジェニックマウス・ラットは

組織を構成する細胞の全てが GFP蛋白を発現

している。樹立した細胞の移植実験では，移

植した細胞がどのような細胞に分化しても

GFP 蛋白を有する為、分化誘導した細胞の追

跡が可能である。 

①GFP マウス・ラット由来骨髄細胞の調整 

GFP トランスジェニック動物をエーテル麻酔

下にて屠殺し、大腿骨から骨髄細胞を回収す

る。 

②細胞移植 

GFP マウス及びラットと同系の６週齢（雌）

に X線照射（5 Gray×2 Total 10Gray）を行

った後、尾静脈から 1×107個の細胞を移植す

る。 

（２）組織学的解析 

 歯牙構成細胞に分化した骨髄由来 GFP陽性

細胞の同定を行う為、HE 染色、免疫組織化学

的染色、蛍光免疫二重染色を行う。 

①免疫組織化学的染色 

骨髄幹細胞移植後経時的に下顎部組織を摘

出、4%paraformaldehyde にて固定する。固定

後 EDTA にて脱灰、定法にてパラフィンブロ

ックを作成し、骨関連抗体および抗 GFP 抗体



用いた蛍光免疫二重染色を行う。 

（３）GFP 陽性細胞の樹立 

 歯髄組織中に存在する GFP陽性細胞の同定、

詳細な解析を行う為、骨髄幹細胞移植後のラ

ットから歯髄組織を摘出、初代培養を行う。 

①歯髄組織からの初代培養 

切歯を含む上下顎部を無菌的に摘出、滅菌

PBS で洗浄し歯髄組織を回収し培養する。 

細胞増殖後 FACS、Cell sorter にて GFP 陽性

細胞を選択し細胞の樹立化を行う。 

（４）生化学的解析 

 石灰化能、各種硬組織関連蛋白質および遺

伝子発現に関する解析を行い、象牙芽細胞へ

の分化能を立証する。 

①Von Kossa 染色 

培養細胞を石灰化培地にて長期間培養、石灰

化顆粒もしくは石灰化ノジュールを Von 

Kossa 染色にて検出、細胞の石灰化能につい

て検討する。 

②Western Blotting 

培養細胞に BMP-2 を添加後、経時的に細胞を

回収、SDS-PAGE を行った後、抗 GFP,DSP,ALP

抗体を用いて象牙芽細胞、石灰化関連蛋白質

の検出を行う。 

③RT-PCR 

Western Blotting ELISA で検索した蛋白質に

ついて、遺伝子発現レベルでの検出も行う。 

（５）動物実験 

 樹立した歯髄組織中の GFP 陽性細胞が、生

体内でどのような組織を形成するのか、動物

に移植して組織学的に検討する。 

細胞移植 

コンフルエントに達した細胞を SCID マウス

背部皮下に、試料を移植する。移植後２，４

週目に試料を摘出、組織学的に観察する。 

 
４．研究成果 

 骨髄幹細胞の歯牙構成細胞への分化能に

関する研究では、GFP トランスジェニックマ

ウス・ラット由来の骨髄細胞を用い、（1）GFP

骨髄細胞移植動物の作成と同動物の組織学

的解析、（2）歯髄組織中に存在する GFP 陽性

細胞の樹立を試みた。また骨髄幹細胞の歯牙

構成細胞への分化誘導を行う上で、象牙芽細

胞の解析を行うことは重要である。そこで歯

髄細胞の分化過程の詳細を解析するため（3）

GFP トランスジェニックラットより歯髄幹細

胞の樹立を試みた。 

（1）、免疫組織化学的解析では、歯髄組織中

に骨髄由来の GFP陽性細胞が多数認められた。

歯髄組織中の GFP 陽性細胞は神経、血管等の

マーカー陰性で、現在までに同定されていな

い細胞である可能性が示唆された。 

また、GFP 陽性細胞は歯根膜組織等の歯周組

織にも認められ、骨髄幹細胞が歯牙構成組織

に深く関わっていると考えられた。 

（2）、歯髄組織中の GFP 陽性細胞を培養した

ところ、数代の経代で細胞数は激減した。 

（3）、ラット歯髄から樹立した歯髄幹細胞を、

硬組織分化培地で培養した結果、高度な石灰

化を生じた。また同細胞を免疫不全マウスに

移植したところ、象牙質様の硬組織形成を認

めた。歯髄組織から樹立した細胞の解析では、

歯髄幹細胞は経代 60 代を経過しても高い増

殖能を保持していた。また、同細胞を硬組織

分化培地で誘導したところ、細胞外に多量の

基質を産生した。電子顕微鏡による観察では

産生された基質は線維状を呈しており規則

な周期構造が認められたことから、基質の主

体はコラーゲンであると考えられた。コラー

ゲン基質には針状結晶状の沈着が認められ

る箇所も存在しており、アリザリン染色に強

陽性を示したところから、高度に石灰化して

いると考えられた。歯髄幹細胞をオスフェリ

オン・マトリゲルと共に免疫不全マウスに皮

下に移植したところ、象牙質様の硬組織なら

びに歯髄様の組織が認められた。硬組織およ



び隣接する細胞に抗 DSP抗体陽性を認めたこ

とから、樹立した細胞は象牙芽幹細胞の性格

を有すると考えられた。 

 以上の結果から、骨髄幹細胞は歯や歯周組

織を構成する様々な細胞への分化能を有し

ていることが証明された。また歯髄中に存在

する幹細胞の解析から、骨髄幹細胞の歯牙構

成細胞への分化誘導の可能性が示唆された。

本研究から、骨髄に含まれる幹細胞から歯を

形成できる可能性を導き出され、今後の歯科

再生医療への貢献が望まれる。 
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