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研究成果の概要（和文）： 

 
 天然歯に近い歯根膜組織を有した次世代型インプラント体の開発を目的とした。本研究
において、カルシウム刺激が当研究室で樹立した２種類の未分化なヒト歯根膜細胞株の増
殖と骨系細胞への分化誘導作用があることを明らかにした。そこでラット脛骨骨窩洞内へ
ハイドロキシアパタイトの円柱(HAp)とともに未分化なヒト歯根膜細胞を移植した結果、
HAp 周囲に、移植細胞に由来した骨様硬組織形成とその周囲に歯根膜様線維組織の形成が
観察された。つぎに同ラットの抜歯窩骨窩洞内に埋入した結果、歯根膜様組織の形成が認
められた。以上より、HAp および未分化な歯根膜細胞との骨への移植によって歯根膜様組
織を有した人工歯根を具現化可能な結果と手段が得られたと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study we aimed to develop the next-generation implant close to natural teeth. Our 

recent study revealed that calcium stimuli promoted the proliferation and osteogenic differentiation 

of undifferentiated human periodontal ligament (PDL) cell lines. So we prepared the HAp column, 

and then attached and grew cell lines on its surface. These column-cell complexes were implanted 

into rat bone cavity. After 4 weeks later, new bone-like tissue and PDL-like fibrous tissues were 

formed around HAp columns. We also implanted these complexes into healed bone cavity prepared 

after extracting molar of rats. After 4 weeks of implantation, PDL-like fibrous tissues were 

observed around HAp. These results indicated that implantation using HAp and undifferentiated 

PDL cells might lead to develop the implants retaining PDL tissues. 
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ト体による治療が主流となりつつあるが、
インプラント治療の欠点としては、①歯根
膜組織がないために咬合の感覚が欠如して
いること、②歯根膜の感覚がないためにブ
ラッシングなど患者自身によるメインテナ
ンスが困難であること、③上皮付着がない
ことからプラークの侵入が容易でインプラ
ント周囲炎を惹起すること、などがあげら
れる。 

 

２．研究の目的 

 上記に挙げたインプラント体の問題点を
克服するためには、本来の歯根に近い、歯
根膜を有した次世代型の人工歯根の開発が
望まれる。そこで本研究ではラットを用い
て、これまでの歯根膜組織再生機構につい
ての研究から得られた情報を元に、組織工
学的手法を用いて、歯根膜を有した人工歯
根材料を作製し、これらを生体内へ移植し
た後、機能できるような人工歯根の開発を
目指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

①未分化なヒト歯根膜細胞株において発現
するタンパクの解析 

これまでの私たちの研究成果より、1-11 細
胞株は未分化な特徴を有しながらも、1-17細
胞株よりも分化がやや進んでいることを明
らかにしている。そこで、これらの細胞株か
らの細胞抽出液を用いて、2 次元電気泳動に
よるプロテオーム解析を行い、発現量の異な
る因子の検出を行った。 
②象牙質基質タンパク発現ベクターの解析 

広島大学大学院医歯薬学総合研究科の鈴
木助教より、象牙質基質タンパクの１つであ
る dentin sialophosphoprotein (DSPP)の発
現ベクターの供与を受け、これを HPDLCへ遺
伝子導入し、セメント質または骨関連遺伝子
発現(CP23、オステオポンチン(OPN)、オステ
オカルシン(OCN)、骨シアロタンパク(BSP)）
について定量的 RT-PCR法を用いて解析した。 
③カルシウムの未分化な歯根膜細胞株への
影響 
 骨およびセメント質の成分であるカルシ
ウムが細胞株の増殖および骨系細胞分化に
及ぼす影響について解析した。細胞株を
CaCl2 存在下で培養し、細胞増殖は、Cell 
Proliferation Assay kit (Millipore Corp., 
USA)を用いて、骨系細胞分化は、定量的
RT-PCR法を用いて、上記した骨関連遺伝子の
発現解析と石灰化能を見るために von Kossa
染色および Alizarin Red 染色を用いて行っ
た。 

④カルシウム添加型 4-META/MMA-TBB レジン
の作製と生物学的活性 
 人工歯根の足場材として、まず 4-META/MMA 
-TBBレジンに CaCl2 を添加したもの(Ca/SB)

を作製し、その可能性について検討した。
CaCl2 を重量率 0-70 %で添加し、それぞれが
初代ヒト歯根膜細胞(HPDLC)の増殖、骨系細
胞分化に及ぼす影響について検討した。増殖
解析は、③と同様の方法を用いた。骨系細胞
分化については、CaCl2 配合濃度の異なる
Ca/SB ディスク（径９ミリ）を作製し、HPDLC
と 14 日間培養した後、total RNA を回収し、
定量的 RT-PCR法を用いて、上記した骨関連
遺伝子発現と免疫細胞染色法を用いて検討
した。さらに、Ca/SB 上でのハイドロキシア
パタイトの沈着形成について、走査型電子顕
微鏡(SEM)、X線回折(XRD)、そいてエネルギ
ー分散型 X線分光法(EDX)を用いて解析した。 
⑤Ca/SB レジンのラット脛骨への移植 
 0%または 10% CaCl2 配合 4-META/MMA-TBB
レジンを、6週齢の雄性 SDラットの脛骨近位
の骨端に#110 K-fileにて形成した骨窩洞内
に填入し、４週間後に灌流固定し、エポン樹
脂包埋して、組織学的解析を行った。 
⑥細胞シートの作製とハイドロキシアパタ
イトへの生着ならびに生体内での動態 

上述した 2種類の細胞株を、それぞれ径 35
ミリの温度応答性細胞培養容器（（株）セル
シード）上でコンフルエントになるまで培養
し、細胞シートを作製した。 
 一方、人工歯根材料として、ラットの上顎
骨内に植立するために、径１ミリ、長さ 1.5
ミリのハイドロキシアパタイト円柱を作製
した。さらにこの表面に細胞シートを巻き付
け、一晩培養し、アパタイトへの生着を蛍光
実体顕微鏡下（オリンパス（株））で確認し
た。これを 6週齢の雄性 F344 ラットの脛骨
または上顎骨中に埋入した。 
⑦ラット脛骨または抜歯窩への移植 
 顎骨へ埋入する前に、骨との反応性につい
て検討するために、６週齢の雄性 F344 ラッ
ト脛骨近位の骨端に#110 K-file にて骨窩洞
を形成し、そこへ細胞シートとアパタイトの
複合体を埋入した。 
 次に、同系のラットを用いて、上顎右側第
1 臼歯の抜歯を行い、抜歯窩の自然治癒を図
った。2週間後、抜歯部位の歯肉のフラップ
をあけ、治癒した骨に、#130の K-file にて
深さ約 1.5ミリ程度の骨窩洞を形成した。そ
こへ、細胞のシートを接着させたアパタイト
を埋入し歯肉を縫合して閉鎖創にした。 
 いずれも４週間後に灌流固定し、パラフィ
ン切片を作製して組織学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
①ヒト歯根膜細胞分化に関連した分子の検
出 
 分化段階が異なる 2 種類の未分化なヒト
歯根膜細胞株を用いて、各々が発現するタ
ンパクのプロテオーム解析を行った結果、
石灰化に関与する因子である GRP78の発現



が、分化と共に発現が増加する可能性が示
唆された。しかしながら、歯根膜線維形成
に関連した分子の検出には至らなかった。
そこで、近年 DSPPが、骨や歯周組織の再生
への可能性について検討されていることか
ら、DSPPi 遺伝子導入細胞における影響に
ついて検討した。その結果、DSPPベクター
を遺伝子導入した HPDLC は、empty べくた
ー導入細胞と比較して、BSP, OCN, OPN 発
現の有意ではあったが、わずかな増加にと
どまった。CP-23は？したがって、DSPPに
よる歯周組織誘導作用は乏しいと考えられ
た。 
②カルシウムの影響 
 5mMの CaCl2存在下で培養した 1-11細胞
株及び 1-17細胞株は、ともに非添加群と比
較して有意に増殖が促進した。また両細胞
株は、培養 7日目以降で、一連の骨関連遺
伝子発現が亢進し、4 週間後には、石灰化
基質が形成されることが明らかになった。
そこで、そのメカニズムを解明するために、
カルシウム感知レセプター(CaSR)ならびに
L型電位依存性 Ca2+チャネル (L-VDCC)の関
与に着目し、各々の拮抗薬を用いて解析を
行った。その結果、両細胞株の石灰化は
CaSRによってブロックされており、さらに
CaSR は L-VDCC によって発現が調整されて
いることが明らかになった。CaSRによる石
灰化調整は、骨芽細胞とは逆の反応を示し
たことから、細胞によってその機能が異な
るという興味深い結果が得られた。また、
未分化な歯根膜細胞の増殖や骨系分化にお
けるカルシウムの有用性について明らかに
することができた。以上の結果より、人工
歯根の材料にはカルシウムが必須であると
判断し、以降の実験を進めた。 
③Ca/SBの生物学的活性 
 Ca/SBに添加する Caの濃度に依存して細
胞の増殖速度は低下したが、I 型コラーゲ
ンの遺伝子発現は濃度に依存して促進した。
また 0%と比較して、50％までは OPNの遺伝
子発現が上昇し、30%までは BMP2および BSP
の遺伝子発現が亢進した。中でも 10％
Ca/SB は、これら骨関連遺伝子発現におい
て、他の濃度よりも顕著だった。また CaCl2
の代わりに CaOを用いた場合でも、10％の
重量濃度でこれらの遺伝子発現が促進した
結果を得ることができた。さらに HPDLCを
10％Ca/SBと培養した場合、Ca/SBから放射
状に細胞が配列し、BMP2の亢進した発現が
観察された。これらの結果より、カルシウ
ムの存在が HPDLCの骨系細胞に必要である
ことが明らかになった。 
 つぎに Ca/SBのハイドロキシアパタイト
沈着効果について検討した。0%または
10%Ca/SB を培養液中に浸漬し、約 50 日間
後のディスク表面を SEM観察し、さらに XRD

および EDX解析を行った結果、10%Ca/SBは、
その表面に、ハイドロキシアパタイトが沈
着することが明らかになった。一方
0%Ca/SB 上にはアパタイトの形成は観察さ
れなかった。 
 0%または 10%Ca/SB をラット脛骨の骨窩
洞内に填入し、形態観察の結果、Ca/SB 周
囲に骨が形成されることが明らかになった。
しかしながら、新生骨と Ca/SBとの境界に
はわずかな間隙が生じており、骨と癒着し
た像は観察されなかった。これは、
4-META/MMA-TBB レジンからの未重合モノ
マーの溶出が関与している可能性が推察さ
れたため、カルシウムとリンから構成され
るハイドロキシアパタイトそのものの人工
歯根としての可能性について解析した。 
④細胞シートが生着したハイドロキシアパ
タイトの解析 
 ラット脛骨骨窩洞内への移植の結果、ア
パタイト周囲に、骨様硬組織形成とその周
囲に、歯根膜様線維組織の形成が観察され
た。これらの組織は、ヒト Vimentin 抗体に
対して陽性反応を示し、移植細胞によって
形成されたことが示唆された。そこで、抜
歯窩での動態について解析することにした。 
⑤免疫不全ラットの抜歯窩への移植 
 顎骨に埋入したアパタイト周囲には骨か
ら線維が伸張し、Sharpey 線維様の像を呈
した歯根膜様線維組織の形成が認められた。
この歯根膜様組織は、アパタイトの全周に
わたって形成されたものではなかったが、
広い範囲で観察することができた。また
Sharpey 線維様の組織は、骨窩洞の口腔内
側よりも深部側で観察することができた。
これは、埋入後は閉鎖創であっても、食物
の摂取などによる機械的刺激によって、形
成が促された可能性が考えられた。 
 本研究結果より、ハイドロキシアパタイ
トを足場材とした材料に、未分化な歯根膜
細胞を生着させた状態で、顎骨内に移植す
ることによって、歯根膜組織を有した人工
歯根が具現化できる可能性が示唆された。 
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