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研究成果の概要（和文）：本研究はマウス臼歯の大腿筋内移植モデルとすでに確立された骨再生法を併用するこ
とで，歯の移植と同時に骨再生を図ることを目的とした．３週齢マウスの臼歯を抜去し，同系マウスの長管骨骨
髄より単核球分画（MNC）を分離した．歯の移植時にβ-TCPを加える群，βTCP+MNCの群，歯のみ（対照群）の３
群を設定し，術後４週で摘出し，画像的，組織学的検索を行った．全群で歯根間に新生骨を認めたが，実験群で
は根側壁に新生骨を認めた．実験群では有意に新生骨が多く，骨梁の成熟，新セメント質形成も認め，未成熟な
歯根膜再生も認められた．以上より，本手法よって歯の移植後に歯周組織再生を期待できる可能性が示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the potential of alveolar bone regeneration at 
the time of tooth transplantation using an animal model.  Mononuclear cells (MNCs) were collected 
from the bone marrow. The molar of 3-week-old mice and β-tricalcium phosphate (β-TCP) were 
combined and transplanted with or without MNCs into thigh muscle of syngeneic mice. Tooth alone was 
transplanted as a control. After 4 weeks, the transplants were harvested and analyzed. Newly formed 
bone was observed on the lateral wall of the root in the experimental group, while less bone 
formation was observed in the control group. Bone Volume was significantly larger in β-TCP group 
than that of the control group. Earlier maturation of trabecular bone in MNC+β-TCP group than 
control group. Regeneration of collagen fibers were noted in all groups, which exhibited periostin. 
This study showed the accelerated alveolar bone and periodontal tissue regeneration when the tooth 
transplantation was performed with β-TCP.

研究分野： 口腔顎顔面外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の移植は機能していない歯を活用し，移植後に良好な治癒が得られれば正常歯と同様に機能することから，有
用な治療法の一つである．しかしながら，成人の歯は歯根膜再生は果たせるものの，失われた歯周組織再生能力
は有しておらず，歯移植の成功には受容部の十分な骨と歯肉が不可欠である.本研究では，失われた歯周組織と
歯の同時再生をめざす新たな歯の移植治療の開発を目的としたところ，移植後に良好な歯周組織再生が認められ
た．そのため本研究を基盤にさらに新たな研究を進めることで，これまで歯の移植が困難であった症例にも適応
が拡大でき，高齢になっても自分の歯でおいしく食事ができるというニーズに応えることができる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）これまでの歯の移植研究 
組織工学的アプローチによる歯の再生はいまだ臨床応用に到達できていない．そのため歯
の移植は，機能していない歯を活用し，移植後に良好な治癒が得られれば正常歯と同様に機
能することから，歯の欠損を補う方法として有用な治療法の一つである．歯の移植は 1950
年代より主に歯根未完成歯移植の報告されてきた一方で，わが国で一般的に行われている
歯根完成歯移植は主に 1980 年代より報告されてきた．しかしながらドナー歯の歯根完成度
に関わらず，歯の移植における成功基準に関しては，歯根吸収の有無，歯根成長，歯髄の血
行再生など，あくまで歯根未完成歯移植における要素が議論の中心であった．そして
Andreasen JO.らによる歯根吸収発生機構の解明や小臼歯移植の予後因子の検討(Eur J 
Orthod1990)，Schwartz O.らによる根未完成，完成歯移植における予後因子の検討(Int J 
OralSurg1985)などにより，歯の移植における成功要因はほぼ解明されたと考えられていた．
しかし，わが国では成人の智歯を中心とした歯根完成歯移植が多いために，これまでの海外
における研究成果と実際の臨床現場での問題点が乖離し，結果的に歯の移植は経験則的な
治療と位置づけされてきた． 
（２）近年の国内外における歯の移植研究 
代表者が 2015 年度まで所属し中心的役割を果たしてきた新潟大学医歯学総合病院「歯の
移植外来」では，主に歯根完成歯移植をこれまでに約 1000 例行い，90％の症例が良好に経
過している（Sugai T, Yoshizawa M, et al. Int J Oral Maxillofac Surg 2010）．さらに関連
各科とのチーム医療や歯の移植のプロスペクティブ研究を行い，歯根完成歯移植における
移植歯喪失メカニズムや予後因子について検討した．その結果，歯根完成歯は歯根膜再生は
果たせるものの，歯根未完成歯や歯胚とは異なり，失われた歯周組織再生能力は有しておら
ず，歯根完成歯移植の成功には受容部の十分な骨と歯肉が不可欠であることが示された（長
谷川勝紀，芳澤享子, 他， 日口科誌 2009， Aoyama S， Yohshizawa M, et al. OS OM OP 
OR Endo 2012）．一方海外では現在，根未完成歯のみならず歯胚を骨･歯肉がない部位に移
植し，歯の発育とともに歯周組織の同時再生を誘導する治療が現実味を帯びてきている 
(Plakwicz P Am J Orthod Dentofac Orthop 2016)．そのため 2016 年 5 月にポーランドで
開催された第１回歯の移植学会において，代表者が報告したわが国での一般的な歯の移植
は特殊な治療として議論された．その一方で我々は，方向異常により萌出困難となった歯胚
を顎骨内で外科的に回転させることで，機能歯として発育し良好な萌出が得られた症例を
経験していることから（小山貴寛，芳澤享子，日口外誌，2013），歯胚が今後の歯と歯周組
織再生治療の鍵になると考えた． 
（３）口腔領域の再生研究 
我々はこれまで歯根膜，歯槽骨，歯肉，口腔粘膜など歯周組織再生に関する研究をさまざま
な角度から行ってきた．歯の移植の歯周組織再生の研究としては，ラットの凍結保存歯の皮
下移植モデルや臨床症例において凍結保存により歯周組織再生は遅延する傾向にあること
を示した（Yoshizawa M et al., Dental traumatol, 2013, Izumi N, Yoshizawa M, et al., Int 
J Oral Maxillofac Surg, 2007, 科研基盤（C）H25-27, 科研基盤（C）H19-21）．歯の移植
へ多血小板血漿（PRP）を応用する動物モデルでは，PRP は歯肉の上皮再生には大きく関
与しない一方で，早期からの血管新生および肉芽組織の増生によって歯周組織の再生を促
進する可能性を示した（基盤研究(C) H22-25, OS OM OP 投稿中）．さらに歯槽骨再生に関
してはラット皮下あるいは頭蓋骨移植モデルを用い，間葉系幹細胞に加えて吸収性プレー
トおよび骨補填剤を応用した検討を行い，間葉系幹細胞の関与により骨再生が促進される
結果も得ている（小島拓，芳澤享子，日口外誌 2016, 基盤(C) H27-29, 基盤（C）H22-24, 
小野由紀子，芳澤享子，日口外誌 2007, 基盤（C）H19-22,）．歯肉再生に関しては，口腔粘
膜上皮細胞と無細胞真皮より作製した培養粘膜のマウス口腔内あるいは皮下移植モデルに
よって，培養粘膜により粘膜再生が促進されること，それは培養上皮細胞からの成長因子の
放出による早期の再上皮化や血管新生誘導によること，さらには口腔上皮前駆／幹細胞の
応用によってすぐれた早期の粘膜再生が望めるなどの結果を得ている（Yoshizawa M, et.al, 
J Oral Maxillofac Surg, 2012, 科研(B) H16-18，基盤（C）H20-22, H22-25, H26-28）． 
 
２．研究の目的 
本研究では，失われた歯周組織と機能する歯の同時再生をめざす新たな歯の移植治療の

開発を最終目的に，歯周組織再生研究で得た手法や結果を応用して，歯胚および歯胚幹細胞，
歯根未完成歯の動物移植モデルを開発し，その歯周組織再生メカニズムを解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）歯根未完成歯移植モデルの作製 
①担体として β-TCP ブロックを用いて，直径 2.8 mm，高さ 2 mm の円柱内に歯を挿入す
るために直径 2 mm，深さ 1 mm 陥凹を作製した． 
②3 週齢の雄 C57 BL/6J マウスの臼歯（M1, M2）の抜去を行った．抜歯したマウスの大
腿骨・脛骨をフラッシュアウトにより骨髄細胞を採取し，密度勾配遠心法を用いて骨髄単核



球細胞 (BM-BNCs)を採取した．BM-MNCs は，CD105，CD90.2，CD29，PE/Cy7，Sca-
1，CD15 (SSEA-1)，CD11b，CD45 を用いて flow cytometry で分析した． 
③β-TCP ブロックに BM-MNCs（1.0×106 cells）を β-TCP に滴下，抜去した歯を挿入し
細胞-担体複合体を作製した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

＜細胞－担体複合体＞ 
 
（２）細胞-単体複合体を大腿筋内に移植，定量学的，組織学的，免疫組織学的観察 
①細胞-担体複合体を 6 週齢の雄 C57BL/6J マウスの大腿筋内に移植を行った群を MNC 群
とし，β-TCP に培養液を滴下し歯を挿入，移植した群を β-TCP 群とした．歯のみを大腿筋
内へ移植した群を対照群とした．移植後 4 週後に周囲組織を含めて切除し，摘出した． 
②摘出物を動物用 μCT で撮影，TRI/3D-BON (Ratoc System Engineering)を用いて, 骨組
織体積 (TV), 骨体積 (BV), 骨密度 (BV/TV), 骨表面積 (BS), 骨量幅 (Tb Th), 骨梁数 
(Tb N), 骨梁間隙 (Tb Sp), 骨梁中心距離 (Tb Spac), 骨パターンファクター(Tb Pf), スト
ラクチャーモデルインデックス (SMI), フラクタル次元について定量的に観察した． 
③摘出物をホルマリン固定，パラフィン連続切片を作製して組織学的に観察した． 
④Periostin, Osteopontin, Osteocalcin に対して免疫組織化学的に検索した． 
 
４．研究成果 
（１）Flow cytometry の分析 

CD105+細胞は 14.5％，CD90+細胞は 7.1%，CD105+/CD90+細胞は 3.4％であった．
CD29＋細胞は 96.7％，Sca-1+細胞は 10.4％，CD11b+細胞は27.1%，CD45+細胞は 89.1％，
CD29 +/CD90+/CD45-細胞は 0.5%であった．SSEA-1 は陰性であった． 
 
（２）移植実験 
１）新生骨の定量学的観察 

＜μCT-3D 画像＞ 
 
全群で根管中隔

に新生骨の形成が
認められた．実験群
（MNC 群, β-TCP
群）ではともに歯根
外側への新生骨の
形成を認めた．   

新生骨の TRI/3D-BON による解析では骨組織体積（TV），骨体積（BV），骨表面積（BS）
はいずれも MNC 群か一番大きく，次に β-TCP 群，対照群が一番小さい傾向を示した．実
験群は対照群と比較し有意に大きく，実験群で骨形成量が増大している事を示した．また，
骨梁の性状を示す骨梁幅と，骨梁構造の複雑さを示すフラクタル次元では，対照群と比較し，
MNC 群で有意に大きく骨梁の成熟と骨梁表面の凹凸が複雑であることを示した． 
MNC 群と β-TCP 群では MNC 群が骨形成量と骨梁の成熟を示す項目の増大傾向を認めた
が，いずれの項目でも有意差はなかった． 
 
２）新生骨および歯周組織の形態学的観察 
＜HE 染色＞ 



①歯根外側               ②根管中隔 

 
正常歯槽骨と比較し全群で未熟な新生骨を認めた．新生骨と歯根間には結合組織で保た

れていた（青矢印）．根尖部は実験群においてセメント質様組織の肥大が観察された．対照
群では歯根吸収が時折観察された（黄矢頭）．また全群において半数を超えるサンプルで歯
髄腔内に骨様組織（黒矢印）を認めた． 
 
＜免疫染色＞ 
① Osteopontin 

 
② Osteocalcin 

OPN 陽性細胞，OCN 陽性細胞は全群で新生骨周囲に観察された（黒矢印）．OCN 陽性
細胞は，MNC 群，β-TCP 群の新生骨内部にわずかに反応した． 

 
３）歯根膜の形態学的観察 
＜Masson’s trichrome 染色＞ 
実験群では歯根膜腔に膠原線維（黄矢印）が観察された．歯根外側において，実験群では，
垂直または斜走する膠原繊維が確認された．根管中隔において実験群では，膠原繊維は新生
骨とセメント質の間を垂直方向に走行していた．一方対照群では，歯根外側，根管中隔どち
らにおいても，平行に走行する線維も観察された 



① 歯根外側             ② 根管中隔 
． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

＜免疫染色＞ 
① Periosin 

実験群では，歯根と新生骨の間
の膠原線維は，Periostin にわ
ずかに陽性反応を示した（黒矢
印）．しかし，染色強度は低く，
新生骨への侵入は，正常歯槽骨
と比較して明確でなかった．群
間のペリオスチン陽性構造に
形態的差異は観察されなかっ
た． 
 
（３）まとめと考察 
Ⅰ．Flow cytometry の結果で
は CD105+細胞は 14.5％，
CD90+ 細 胞 は 7.1% ，
CD105+/CD90+細胞は 3.4％
であった．また， 
CD29 +/CD90+/CD45-細胞は
0.5%であった 

これらは過去の報告と類似しており，MNC の分離が成功したと考えられた． 
Ⅱ．実験群では，歯根外側に新生骨形成が観察され，定量学的に対照群と比較し有意に骨量
の増加が認められた．これは， β-TCP の骨伝導効果と多孔質構造である事による血管侵入
のスペース確保によるものが考えられた．また，β-TCP には骨髄間葉系幹/間質細胞による
骨再生を促進，ALP を活性化させ，Runx2，Osteopontin，Oteocalcin などの骨形成に関連
する遺伝子の発現を促進する環境を生成する事が示唆されており，この性質が骨形成に影
響を与えた可能性があった． 
Ⅲ．一方，MNC 群と β-TCP 群間では新生骨量の有意差がなかった．CD29 +/CD90+/CD45-
細胞として定義された BM-MNCs の MNC の割合は，0.5%と比較的低い割合であり，移植
した領域で骨形成を補助するには不十分な可能性が考えられた．一方，骨梁構造について
MNC 群は対照群と比較して有意に大きかった．BM-MNCs の血管新生と内皮細胞の成長を
刺激する成長因子を分泌する事が知られており，骨の成熟に対して影響している可能性が
示唆された． 
Ⅳ．移植された歯根周囲には歯根膜腔が保たれており，新生骨と歯根に付着する歯根膜の再
生が確認できた．歯根膜は未熟であったが，Periostin 陽性細胞の存在は移植後の歯根膜の
存在を示唆していた．但し，歯周組織の成熟には機械的刺激を加えてから比較的長期間を要
する事が報告されており，機械的刺激を与える同所移植モデルの使用の必要性が考えられ
た． 
Ⅴ．β-TCP による歯の同時移植は，マウスの異所性歯移植モデルにおける歯周組織再生を
促進させ，BM-MNCs が歯周組織の成熟を促進する機能を持っている可能性があることを
示した．本研究は十分な骨幅のない患者にとって，歯の移植のための有望なアプローチであ
る可能性があることが示唆 
された． 
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