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研究成果の概要（和文）：歯の発生は歯科リハビリテーション学にとって究極の目標である．我々はヒトへの応用を考
え，大型動物の胎生後の組織を用い，器官原基法を応用することで歯の発生しうるかを検討してきた．そして，世界で
はじめて，胎生後の組織を用い，生理機能を有する歯を再生することに成功した．また，歯の発生メカニズムを明らか
にするため，転写因子の一つであるHox遺伝子に注目し，いくつかのHox遺伝子が歯の発生に特異的に発現していること
を明らかとした．

研究成果の概要（英文）：In the dental field, the regeneration of complete tooth is ultimate goal. First, w
e examined whether fully functional bioengineered tooth could regenerate utilizing an organ germ method wi
th the permanent tooth bud tissue of the post-natal canine, we succeeded in it, for the first time in the 
world. Next, in order to understand the mechanism of tooth development, we performed the screening and cla
rified that several Hox gene specifically expressed in the development of tooth.
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1. 研究開始当初の背景 

 現在の歯科医療では，人工材料を用いた欠

損の修復処置が行われている．なかでも，口

腔インプラント治療は，人工歯根が直接歯槽

骨や顎骨と結合することにより，患者に高い

QoL を安定して提供することに成功した．ま

た，口腔インプラント治療は自立型補綴物で

あるが故に，従来の歯科医療が抱えていた

「隣在歯への侵襲」という問題を抜本的に解

決した．しかし，口腔インプラント義歯の人

工歯根が歯根膜を持たないことにより生じ

る問題点，すなわち，①辺縁歯槽骨の長期的

維持が困難であること，②骨結合した人工歯

根が顎骨の成長を抑制すること，③歯の移動

能や知覚機能など天然歯が有する生理機能

を持たないことなどが，解決されるべき問題

として残されている． 

 近年，共同研究者である辻らは，歯胚上皮

細胞と歯胚間葉細胞を用いて，細胞操作技術

により上皮間葉相互作用を生じさせること

により再生歯胚を創りだす「器官原基法」を

開発した．この再生歯胚は，成体顎骨内にて

正常な発生・萌出が可能なばかりでなく，完

全な歯の生理機能を有している．これは口腔

インプラントが長年成し得なかった辺縁歯

槽骨の安定維持を，歯と歯周組織という臓器

をそのまま移植することにより可能にした．

しかし，器官原基法を応用し，マウスの胎生

期歯原性細胞以外を用いた系で成功した例

はなく，ヒトへの応用を考慮した場合，①大

型動物での応用の可能性，②出生後の組織か

ら採取した組織や細胞での可能性に関して

は未解決である． 

 一方，これらの研究に加えて，上皮間葉相互

作用のキーファクターの検索も進めてきた．す

でに，研究分担者の浅原らが構築した全転写因

子および転写コファクターからなるマウス遺

伝子発現データベース“EMBRYS”から候補因子

を網羅的に抽出し，マウスの歯胚組織切片を用

いたin situ hybridizationにより発現の有無

を確認した．その結果，すでに報告されている

遺伝子群に加えて，28個の関連未報告遺伝子を

同定することに成功した．これらの情報を用い

れば，器官原基法が成功する条件を突き止め，

さらに成功率の高い歯胚の再生を可能とする

ことができる． 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究では，大型動物の出生後の生

体から組織を採取し，器官原基法を応用する

ことで，生理的機能を有する臓器としての歯

を再生することが可能か検討することとし

た．さらに，これまで明らかにしてきた 28

個の関連未報告遺伝子に加え，新たな歯の発

生関連遺伝子を同定し，歯の発生機序を明ら

かにすることとした． 

 

３．研究の方法 

a. イヌを用いた歯の再生に関する研究 

 岡 山 大 学 動 物 実 験 委 員 会 承 認

（OKU-2012017,OKU-2012020）のもと，すべ

ての動物実験を実施した．また，実験による

動物への負担軽減を目的に，ケタミン・キシ

ラジン混合液による全身麻酔下にてすべて

の動物実験を実施した． 

 生後 30 日齢のイヌの下顎第1, 2, 3乳臼歯

を抜歯後，顎骨から永久歯である第2, 3, 4小

臼歯（premolar: P）の歯胚を摘出した．歯胚

組織からの細胞単一化，歯胚原基の再構成は

Nakao らの器官原基法に準じ行なった．歯原

性上皮間葉接合体は 2 日の器官培養を経て，

全身麻酔下で，6週齢 NOD-SCID マウスの腎皮

膜下もしくは皮下に移植した．移植 12 週後

に摘出し，ヘマトキシリン・エオジン（HE）

染色を行い，組織学的評価を行った． 

 さらに，2日間の器官培養により発生した



歯胚は，全身，局所麻酔下にて同一個体のイ

ヌ乳歯抜歯窩に自家移植し,緊密に歯肉を縫

合した．その後，再生歯胚の顎骨内における

発生をコンビームＣＴで経時的に評価した．

また，再生歯に天然歯と同様の歯根膜機能が

備わっているかを確認するため，実験的矯正

力を歯に与え，歯の移動をコンビームＣＴに

て解析した． 

 自家移植 120 日後に，組織を回収し，4％ 

PFA にて固定後，マイクロ CT（Skyscan 1174）

にて撮影を行った．その後，樹脂包埋し，研

磨切片を作製し，組織学的評価を行った．ま

た，10％ ギ酸‐クエン酸ナトリウム脱灰液

にて脱灰後,パラフィン包埋し，切片を作製

し，HE 染色および Toluidine blue 染色にて

組織学的評価を行った． さらに，再生歯の

エナメル質，象牙質の形態学的評価を行うた

め，リン酸にて 10 秒，次亜塩素酸ナトリウ

ムにて 15 秒間処理し，通法に従い，試料を

作製し，走査型顕微鏡 (SEM)にて観察，およ

びエネルギー分散型 X 線元素分析（EDX）を

行った． 

b. 歯の発生メカニズムに関する研究 

 岡 山 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認

（OKU-2012338）のもと，すべての動物実験

および細胞実験を行った． 

 通法に従い，ICR 系妊娠マウス妊娠 13.5，

14.5，18.5 日の歯胚周囲の脱灰・パラフィン

切片を作製し，全 39Hox 遺伝子に対し，in situ 

ハイブリダイゼーション法を実施した．使用

し た RNA プ ロ ー ブ の う ち ，

Hoxa3,b2,b3,b9,c11,d8,d11 を除く 32 の遺伝子

については，共同分担者である浅原らがすで

に報告しているものを使用した．上記以外の

7 因子に関しては，通法に従い作製した． 

 

４．研究成果 

a. イヌを用い歯の再生に関する研究 

 生後 30 日齢のイヌ下顎骨を X 線学的，組

織学的に検討した結果，この時期の P2, P3, 

P4 の歯胚は帽状期であり，再生歯胚の細胞源

として適したステージであった．また，乳臼

歯の根分岐部に永久歯歯胚が位置している

ことが確認され，小臼歯の永久歯歯胚の組織

切片を作製し，観察すると，歯胚は歯小嚢様

組織で囲まれ，上皮組織の一部が石灰化して

いる像が認められた． 

 次に，再生歯胚の発生の有無を検討するた

め，再生歯胚を作製し，NOD-SCID マウスの腎

皮膜下に移植し，その発生をマイクロ CT を

用い，経時的に解析した．その結果，時間経

過と共に，歯冠が形成されていく像が観察さ

れたが，移植後 12 週では歯根の形成は認め

られなかった．また，移植 12 週後に組織を

回収し，切片を作製し，HE染色を行った結果，

エナメル質および象牙質様硬組織が形成さ

れていることが確認された． 

 次に，この出生後の永久歯歯胚由来細胞を

用いて作製した再生歯胚が顎骨内に生着し，

発生できるかを検討するため，2 日間の器官

培養後，再生歯胚を同一個体のイヌ乳歯抜歯

窩に自家移植し，コンビーム CT にて経時的

に解析した．その結果，天然歯歯胚移植群と

同様，再生歯胚群においても移植 120 日後に

は歯根が形成され口腔内へ崩出している像

が観察された． 

 また，これらの組織を回収し，マイクロ CT

解析を行なった結果，歯槽骨と再生歯との癒

着は認めず，一定のスペースが存在すること

が確認された．興味深いことに，小臼歯の歯

根は二根であるが，これらの歯胚を用いて作

製された再生歯胚によって発生する再生歯

はすべて一根であった．次に，組織切片を作

製し組織学的検討を行なった．その結果，再

生された歯牙には天然歯と組織学的に類似

したエナメル質，象牙質，セメント質が形成



され，セメント質と歯槽骨の間にはシャーピ

ー繊維様の組織が形成され，歯槽骨と再生さ

れたセメント質に入り込んでいる像が観察

された． 

 次に，再生された歯の構造解析を行うため，

リン酸・次亜塩素酸ナトリウム処理後，SEM 

にて観察を行った．その結果，再生歯には天

然歯と類似したエナメル小柱の緻密な配列

が確認され，EDX 分析の結果，カルシウム，

リン，炭素，酸素の存在が確認され，その構

成比率は天然歯と類似していた．また，象牙

質において，象牙細管が観察され，象牙質の

カルシウム，リン，炭素，酸素の構成比率も

天然歯と類似していた． 

 最後に，崩出した再生歯の生理的機能を評

価するため，実験的矯正力を加えた．その結

果，天然歯同様，矯正学的な歯の移動が生じ

た． 

 以上の結果より，世界ではじめて，出生後

のイヌ永久歯歯胚組織を用いて器官原基法

を応用することで完全な臓器としての歯の

再生に成功した． 

b. 歯の発生メカニズムに関する研究 

マウス Hox 遺伝子全 39 因子について，胎

生 13.5，14.5，ならびに 18.5 日胚の前頭断組

織切片上で，in situ ハイブリダイゼーション

法により歯胚での発現を検証した.その結果，

全 39 因子のうち 23 因子についてはいずれの

ステージにおいても発現を検出できなかっ

たが，9 因子については歯胚での発現を確認

できた．発現が確認できた 9 因子については，

発現する発生ステージが限られているもの

や発生ステージによってその発現パターン

に変化の見られるものなどがあった．発現部

位別に見ると，歯胚上皮特異的に発現が検出

できたものが 3 因子，間葉組織のみで発現の

認められた因子は無く，両方で発現していた

ものが 6 因子であった． 

今後は本遺伝子の遺伝子ノックアウトマ

ウスおよびトランスジェニックマウスを作

製し，歯の発生に与える影響を明らかにして

いく予定である． 
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