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研究成果の概要（和文）：生物学的材料として様々な医療領域分野で注目されている羊膜を基質とした羊膜上歯
髄由来細胞シートを応用し、歯髄疾患の新たな治療法の開発を目的としている。
羊膜上に歯髄由来細胞を培養し、神経細胞へと分化誘導した羊膜上培養歯髄由来細胞シートを作成した。
作成した培養シートを約20週齢 Fischer 344ヌードラット（雄）の歯髄を露出させた臼歯へ移植した。約4週間
後、顎骨ごと採取。組織学的・免疫組織学的検討を行ったところ移植した培養シートの局在を認めたが、周囲組
織の形態的変化は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Making of a neurodifferentiation amnion sheet of dental pulp cell and aiming
 for the development of the new treatment for dental pulp disease. I cultured dental pulp cell on 
the amnion and differentiated to nerve it. I transplanted a culture sheet to the molar tooth of 
approximately 20 weeks of age Fischer 344 nude rats (male). Approximately four weeks later, 
performing examination of the histologic immunohistology, accepted the local existence of the 
culture sheet. But the morphological change of the organization did not accept it. 

研究分野：再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯の健康は QOL 向上のために必須であり、
歯の寿命を延長させることは歯科臨床にお
いて大きな課題の一つである。現在の歯科臨
床において、齲蝕や外傷によって生じた歯髄
炎の治療は、原因である炎症性歯髄組織を機
械的に除去、人工物を充填し、再感染を防ぐ
治療方法が行われている。しかしながら、そ
れだけでは口腔内からの細菌の微小漏洩を
完全に防ぐことができず、また歯髄炎の進行
により失われた歯髄組織の再生は期待でき
ない。歯髄炎症例に対して新たな再生医療的
治療法の確立が期待されている。そこで、研
究代表者は炎症性歯髄組織を機械的に除去
した部位に、生物学的材料として、様々な医
療領域分野で注目されている羊膜を基質と
し、神経分化誘導を行った羊膜上培養歯髄由
来細胞シートを用いることに着想した。 
 羊膜は、胎盤の最表層を覆う薄膜で、免疫
学的に胎児を母体から隔離する特異な機序
が存在する。また分娩後に胎盤よりほぼ無菌
的に採取され、胎盤は分娩後に通常廃棄され
る組織で、倫理的、技術的に入手が容易であ
る。基底膜においてⅣ型コラーゲンおよびラ
ミニンの発現がみられるなど、細胞の培養基
質として妥当な組織であると考える。さらに
は血管成分を含まないため、移植後の免疫反
応を軽減することが可能である。各種細胞の
培養基底膜として適し、皮膚移植、膣形成術、
腹部手術の際の癒着・瘢痕防止、皮膚熱傷後
などの創部の被覆による治癒促進、さらには
眼表面の再建などの手術療法に用いる報告
があり、その移植材料としてだけでなく、培
養基質としても高い有用性・有効性が注目さ
れている。また、歯髄組織は、歯の内部に位
置、外部からの有害刺激が少ないことや、従
来、抜歯後に医療廃棄物として処理されてい
た智歯などから比較的簡便に入手が可能で
あること、また、幹細胞が多く含まれ、多分
化能を有していることから、細胞ソースとし
て有用であると考えられる。 
 これまでに羊膜の有用性に注目し、この羊
膜を細胞培養基質として用いた研究を行っ
てきた。すでに当大学医学倫理審査委員会の
許可（RBMR-R-19）を得、羊膜を基質とし
た培養口腔粘膜上皮細胞シートの作成方法
を確立した。さらに口腔粘膜上皮欠損患者に
対しての臨床応用を行い、拒絶反応等の異常
なく良好な結果を得た。また、この細胞培養
系を歯髄由来細胞の培養に応用し羊膜上培
養歯髄由来細胞シートを作成することに成
功している。 
 これら研究成果に加え、臨床応用可能な神
経分化誘導させた羊膜上培養歯髄由来細胞
シート作成の最適化、また羊膜独自の有用性
を併せ持つ新たな培養シートとしての検討
を加えたい。 
 
２．研究の目的 
 今回、齲蝕や外傷などの外来刺激により惹

起された歯髄炎の新たな再生医療的治療法
の開発を目標とし、神経分化誘導を行った羊
膜上培養歯髄由来細胞シートを作成、最適化
する。さらに人為的に作製した歯髄炎モデル
実験動物へ同細胞シートを移植し組織学
的・免疫組織的検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）羊膜の入手および保存方法 
 安定した羊膜の供給が得る為に、特定非営
利活動法人・再生医療支援機構・近畿羊膜バ
ンク（京都）からの研究用羊膜の譲渡・供給
（平成 21 年 3 月 16 日付承認、受付番号：
09-03）を受けた。抗菌薬を含む洗浄液で洗
浄した後、保存液中に浸した状態で−80℃の
冷凍庫で保存した。採取後から保存までの過
程は、すべてクリーンベンチ内で清潔操作に
て行った。なお、羊膜は採取から保存まで清
潔操作で行っており無菌的と考えられる。な
ぜなら 3 ヶ月間凍結保存した羊膜からは細
菌・真菌は検出されなかったためである。 
（2）歯髄の採取、培養および羊膜上での歯
髄由来細胞の培養 
 当大学附属病院歯科所属の歯科医師によ
り、抜歯術予定患者から歯髄を採取した。具
体的には、智歯や歯科矯正治療の便宜抜歯等
により抜去された歯牙を抗菌薬添加 PBS(-)
にて洗浄後、セメントエナメル境で切断、歯
髄組織のみを無菌的に採取し、培養液 (10% 
FBS/DMEM 抗菌薬添加) 中にて初代培養後、3
〜4 代の継代培養を行ったものを歯髄由来細
胞とした。羊膜上にこれら歯髄由来細胞を播
種・培養、羊膜上培養歯髄由来細胞シートを
作成した。10% FBS/DMEM 抗菌薬添加培養液
を用いて培養した培養歯髄由来細胞シート
を Control 群とし、神経分化誘導培地を用
い培養した同細胞シートを神経分化誘導群
とした。 
（3）羊膜上培養歯髄由来細胞シートの組織
学的および免疫組織的検討 
作成した培養シートについて組織学的・免疫
組織学的検討を行った。 
・ 組織学的検討…ヘマトキシリン-エオジン
染色を行い組織学的に検討した。 
・免疫組織学的検討…間葉系細胞マーカー
（Vimentin）、細胞増殖マーカー（Ki-67）、
神経細胞マーカー(β-Tubulin Ⅲ、MAP-2) 
の局在について検討した。 
（4）羊膜上培養歯髄由来細胞シートの移植 
 作成した培養シートは、実験動物（Fischer 
344 ヌードラット 雄）へ移植し、組織学的・
免疫学的検討を行った。移植方法は、実験動
物の臼歯の咬合面を削合し歯髄露出した歯
髄炎モデルへ移植した。具体的に、神経細胞
へと分化した羊膜上培養歯髄由来細胞シー
トを羊膜ごと露髄面に静置し、約 4 週間後、
歯牙ごと移植片を採取。マイクロ CT で画像
評価を加えた。また粘着フィルムを用いるこ
とにより、非脱灰硬組織の凍結切片が作製可
能な川本法を用いて、凍結切片を作製。ヘマ



トキシリン−エオジン染色にて組織学的検討、
神経細胞マーカー（β-Tubulin Ⅲ、MAP-2）
や象牙芽細胞マーカー（DSPP）の局在につい
て免疫組織学的検討を行い、移植後における
露髄歯髄への生着および形態的変化を組織
学的に評価した。 
 
４．研究成果 
 神経分化誘導を行い作成した羊膜上歯髄
由来細胞は、Vimentin、Ki-67 陽性細胞の局 
在を認めた。また、神経細胞マーカーである 
β-Tubulin Ⅲ、MAP-2 の発現を認めた（図 1）。 
 神経分化誘導培養を行い作成した羊膜上
培養歯髄由来細胞は、羊膜上において歯髄 
としての性質を保持しつつ増殖していた。さ
らに神経細胞マーカーの発現を認めたこと
より、羊膜上においても歯髄由来細胞は神経
分化能を有することを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
図 1：神経細胞マーカー（β-Tubulin Ⅲ、
MAP-2）における免疫蛍光染色 
 
 
 
 
 上記にて得られた培養シートを臼歯の咬
合面を削合し歯髄露出した歯髄炎モデル
（Fischer 344ヌードラット 雄）へ移植した。
移植約 4週間後、歯牙ごと移植片を採取。ヘ
マトキシリン-エオジン染色像で培養シート
の局在を認めたが、神経細胞マーカーである
β-Tubulin Ⅲ、MAP-2、象牙芽細胞マーカー
である DSPP の発現は認めなかった（図 2）。
また、マイクロ CT において明らかな形態的
変化は認めなかった。（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：羊膜上培養歯髄由来細胞シートの移植 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：マイクロ CT 像 
 
 
 
 以上より、神経分化誘導した羊膜上培養歯
髄由来細胞シートが作成可能であり、新たな
再生医療的治療法の開発へと繋がる可能性
が示されたが、移植方法や治療法への応用は
さらなる検討が必要であると考えられた。 
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