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研究成果の概要（和文）：ヒト抜去歯から歯根膜組織を採取し、歯根膜細胞スフェロイドを作製することに成功
した。この歯根膜細胞スフェロイドと単層培養歯根膜細胞の骨分化能の比較を行ったところ、RUNX2, COL1, 
ALP, OPN, BSP, OCNは、歯根膜細胞スフェロイドで有意に高い発現を示した。
またマウス頭蓋骨欠損モデルにおいても、歯根膜細胞スフェロイド群で新生骨量、骨欠損閉鎖率、新生骨面積率
が有意に高かった。

研究成果の概要（英文）：I collected periodontium from a human evulsion tooth.  And I succeeded in 
making periodontal ligament cells spheroids.  After comparing the osteogenesis of the monolayer 
culture periodontal ligament cells with the periodontal ligament cells spheroids, the RUNX2, COL1, 
ALP, OPN, BSP, OCN significantly showed high expression in a periodontal ligament cells spheroids.
In a mouse calvarial bone defect model, the newly formed bone mass, the percentage of defect 
closure, the percentage of newly formed bone area were significantly high in periodontal ligament 
cells spheroids group.

研究分野：歯周病学分野

キーワード： 歯根膜細胞スフェロイド
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１．研究開始当初の背景 
(1)歯周病と再生医療 
 歯周病は歯垢中の歯周病原細菌によって
引き起こされる慢性炎症疾患で、歯と歯肉の
付着の喪失や歯槽骨の吸収を特徴とする。近
年、歯周組織本来の構造や機能を取り戻す再
生治療が注目を浴びているが、歯周組織の複
雑さ（セメント質・歯根膜・歯槽骨・上皮・
結合組織から構成される）が再生を困難にし、
現在、歯周組織を完全に回復させる治療法は
存在しない。近年、歯根膜細胞に間葉系幹細
胞が存在し、多分化能を有することが報告さ
れた。さらに、細胞工学技術を応用した歯根
膜細胞シートが作製され、動物実験にて良好
な再生能力を示している。しかし、温度感受
性皿を利用した歯根膜細胞シート作製の際
の操作が容易でない点が、問題である。 
 
(2)スフェロイド（細胞凝集塊） 
生体内の組織中では、細胞はお互いに結合
するだけでなく、細胞外マトリックスが作る
構造により支持されている。そこにはコラー
ゲンやエラスチン、ラミニンなどのタンパク
質が存在し、細胞間のコミュニケーションを
手助けしている。細胞表面にある受容体、特
にインテグリンファミリーが細胞外マトリ
ックスに結合し、周辺環境に対してどのよう
に応答するかを決定する。この複雑な環境を
考えると、平面上に単層として広がる単層培
養では、細胞の持つ本来の性質が再現できな
かった。スフェロイドとは、細胞が多数凝集
して、3 次元状態になったものである。スフ
ェロイド中の細胞は、細胞-細胞間が接着タ
ンパク質を介して接合することにより、細胞
間コミュニケーションが行われ、細胞分化な
どの生理的機能が向上することが知られて
いる。また、幹細胞のその多様性（多分化能）
を維持するのに、スフェロイド形態であるこ
とが必要とされている。近年、スフェロイド
の再生医療への応用が期待され、スフェロイ
ドを形成するための技術や材料についての
研究が多くなされてきている。 
 
(3)スフェロイド形成技術 
 既存のスフェロイドの形成・培養技術では
煩雑な操作が必要で、さらにスフェロイドの
大きさの制御が難しいなどの問題を抱えて
いた。しかし、微細加工技術と基板表面修飾
技術を利用することにより、簡便な操作で均
質なスフェロイドを大量に形成、培養、回収
できる「マイクロウェルチップ」が開発され
た。それを用いて、いくつかの細胞のスフェ
ロイド形成ができるようになった。最近、歯
根膜細胞と同じ間葉系細胞で、石灰化能を有
し、前骨芽細胞として知られる MC3T3E1 細胞
を用いてスフェロイドを形成することに成
功した。 
 
２．研究の目的 
多分化能を有することが知られている歯

根膜細胞を利用して、歯根膜細胞スフェロイ
ドを作製し、その多分化能に関わる機能解析
を行う。さらに、マウス頭蓋骨欠損モデルに
歯根膜細胞スフェロイドを移植して、その骨
再生能を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)歯根膜細胞スフェロイドの機能解析 
 歯根膜細胞より歯根膜細胞スフェロイド
を作製し、幹細胞マーカーの発現や各種誘導
培地（骨・軟骨）によって誘導し、その多分
化能について検討する。 
 
(2)歯根膜細胞スフェロイドのマウス頭蓋骨
欠損への応用 
 作製した歯根膜細胞スフェロイドをマウ
ス頭蓋骨欠損モデルに応用し、切片を作製し、
骨再生能について検討する。 
 
４．研究成果 
(1)歯根膜細胞スフェロイドの作製 
 ヒト抜去歯の歯根中央1/3から鋭利なメス
にて歯根膜組織を採取し、コラゲナーゼ・デ
ィスパーゼを用いた酵素法により歯根膜細
胞を分離した。歯根膜細胞を 100mm dish で
サブコンフルエントまで培養、150mm dish に
継代することにより十分な細胞数を確保し
た。スフェロイド作製用マイクロウェルチッ
プに歯根膜細胞を播種し、3 日間培養するこ
とで、歯根膜細胞スフェロイドを作製した。
マイクロウェルチップに播種後 3 時間では、
細胞はウェル内に散在していたが、6 時間で
凝集し始め、72 時間後には完全な球状のスフ
ェロイドを形成した。 

 
(2)歯根膜スフェロイドの機能解析 
 Real time RT-PCR を用いて、多能性マーカ



ー（OCT4, NANOG）の遺伝子発現を確認した。
単層培養歯根膜細胞と比較して、歯根膜細胞
スフェロイドにおける多能性マーカー遺伝
子の発現は上昇し、歯根膜細胞スフェロイド
は幹細胞の多能性を維持することが示唆さ
れた。FACS を用いて、間葉系幹細胞マーカー
（CD29, CD44, CD73, CD90, CD105，CD106，
CD146）と造血系細胞マーカー（CD34, CD45）
の表面抗原発現を確認した。歯根膜細胞スフ
ェロイドにおいて、単層培養歯根膜細胞と同
様に間葉系幹細胞マーカーの発現がみられ、
ネガティブコントロールである造血系細胞
マーカーの発現はみられなかった。以上のこ
とから、歯根膜細胞スフェロイドには間葉系
幹細胞が存在し、多分化能を有することが示
唆された。 
 

 
(3)多分化能の検証 
 軟骨分化条件（dexamethasone, ascorbate, 
ITS+, sodium pyruvate, proline を含む培地
で培養）で 21 日間ペレット培養後、4%パラ
ホルムアルデヒドにより固定し、パラフィン
包埋後切片を作製し、HE 染色およびアルシア
ンブルー染色を行った。歯根膜細胞スフェロ

イドは単層培養歯根膜細胞と同様にアルシ
アンブルーで染色されたことから、軟骨に分
化することが示唆された。歯根膜細胞スフェ
ロイドと単層培養歯根膜細胞を骨分化条件
（ dexamethasone, ascorbate, β
-glycerophosphate を含む培地で培養）で 14
日まで培養し、アリザリンレッド染色、real 
time RT-PCR による骨関連遺伝子（RUNX2, 
COL1, ALP, OPN, BSP, OCN）の発現、ALP 活
性を比較した。アリザリンレッド染色で検出
した歯根膜細胞スフェロイドにおける石灰
化結節量は、単層培養歯根膜細胞と比較して
有意に増加した。培養 7, 10, 14 日目の real 
time RT-PCR において、骨分化の初期に発現
が上昇する RUNX2, COL1, ALP は、7, 10 日目
で歯根膜細胞スフェロイドが有意に高い発
現を示し、骨分化の後期に発現が上昇する
OPN, BSP, OCN は、10, 14 日目で歯根膜細胞
スフェロイドが有意に高い発現を示した。培
養 0, 7, 10, 14 日目の ALP 活性において、
歯根膜細胞スフェロイドは 7, 10, 14 日目で
有意に高い活性を示した。 
 

 
(4)マウス頭蓋骨欠損モデルにおける歯根膜
細胞スフェロイドの骨再生能 
 ヒト抜去歯牙から採取した歯根膜組織よ
り、酸素法にて歯根膜細胞を単離し、マイク
ロウェルチップに播種して歯根膜細胞スフ
ェロイドを作製した。C57BL/6N マウス（46
匹）の右側頭蓋骨頂部に、トレフィンバーを



用いて直径 3mm の骨欠損を作製し、マトリゲ
ル®をスキャフォールドとして、マトリゲル®
移植、偽手術（sham）を行った。14 日、28
日後に屠殺し、エックス線写真撮影後、脱灰
薄切標本を作製した。HE 染色を行い、移植に
より生じた新生骨について検証した。エック
ス線写真解析および組織切片解析において、
歯根膜細胞スフェロイド移植群は他の群と
比較して有意に高い新生骨量を示し、骨欠損
閉鎖率、新生骨面積率が他群に比較して有意
に高かった。 
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