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研究成果の概要（和文）：歯周組織の治癒の安定に重要と考えられる歯のエナメル質とセメント質表層の上皮性
および結合組織性付着の再生が有利に誘導できる条件を明らかにすることを目的として、ラットin vivo細胞移
植実験を行なった。移植実験のために歯槽骨の欠損を認めない軽度歯周病を模した歯周組織欠損モデルを確立す
ることができた。また、歯肉由来線維芽細胞および歯根膜由来線維芽細胞を採取し、細胞移植治療に用いる担体
の検討を行い、適切な担体を選択することができた。
ラット歯周組織欠損モデルにおいて、歯肉由来幹細胞を含む細胞群と担体を用いた移植治療による治癒過程を確
認し、細胞移植がセメント質の再生に有効に働く可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vivo cell transplantation experiments were conducted in rats to elucidate
 the conditions that favor the regeneration of epithelial and connective tissue attachments to the 
surface layers of tooth enamel and cementum, which are thought to be important for the stability of 
periodontal tissue healing. For the transplantation experiments, we were able to establish a 
periodontal tissue defect model that mimics mild periodontal disease without alveolar bone loss. In 
addition, we collected gingival-derived fibroblasts and periodontal ligament-derived fibroblasts, 
examined the carriers for cell transplantation therapy, and were able to select appropriate 
carriers.
In a rat periodontal tissue defect model, we confirmed the healing process of transplantation 
therapy using a group of cells including gingival-derived stem cells and carriers, suggesting that 
cell transplantation may be effective in regenerating cementum.

研究分野： 再生医療

キーワード： 歯周組織再生　細胞移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周組織再生に関して、歯槽骨を含む歯周組織欠損をより良く改善するために様々なアプローチが行われてき
た。臨床的には創部を封鎖するために、歯肉の上皮性および結合組織性付着が早期に強固なものとなることが重
要と考えられる。本研究において、歯肉に限局した創傷治癒に特化した実験モデルを確立し、微小な軟組織欠損
に対する細胞移植の方法、およびその治癒過程を示すことができた。今後、このモデルを活用することで、歯肉
の歯に対する付着に焦点を絞った再生実験、分析を行うことにより、広く歯周外科処置の治癒に貢献できると考
えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病の有効な治療法の一つである歯周組織再生療法は、歯根表面へのセメント質の再生を
基盤として歯根膜、歯槽骨といった歯周組織の改善を目指すものである。その適応は主に残存歯
周組織の形態に強く依存し、歯周組織再生の成功は条件の整った局所に限られる。近年、細胞移
植による歯周治療に注目が集まり、動物実験では歯周組織の水平的な欠損の回復が報告され１、
また、臨床的にも自己由来脂肪幹細胞を用いた歯周組織再生療法の臨床研究が行われている２。
これらの報告は歯周組織再生における幹細胞移植の有効性が高いことを示唆しているが、歯周
外科治療後の治癒に重要なエナメル質とセメント質表面に誘導される上皮性および結合組織性
付着の再生が有利に誘導される条件は明らかにされていない。 
 歯周組織再生は常に外力と感染に脅かされている最前線の組織で再生を成功させる必要があ
る点に困難が伴う。そのため、処置後の治癒過程では、まず歯と歯肉の付着が形成されることに
より歯肉の外部からの防御機能が回復され、歯周組織が再生可能な環境を確保することが重要
であると考えられる。一方で、GTR 法の原理とされている Melcher の仮説３からは、生育の早
い上皮細胞の根尖側への伸長を阻害し、歯根膜由来の細胞を歯根面に誘導するためのスペース
を確保することが重要であると考えられている。細胞移植による歯周組織再生療法はこのどち
らの条件にも適切な治療法と考えられるが、多くの研究が歯槽骨や歯根膜の再生に注目してお
り、術後初期の歯肉の機能回復について、特に歯面への上皮性付着および結合組織性付着の形成
速度、その過程および形成される付着の性質については明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではいずれも歯周組織再生に有効と考えられている２種の間葉系幹細胞を用いた歯周組

織再生治療を行い、上皮性付着および結合組織性付着の形成を経時的に観察・比較し、細胞移植
治療によって得られる付着様式の特徴を明らかにする。また、再生された組織の網羅的な遺伝子
解析によって、上皮性付着および結合組織性付着を促進させる因子を明らかにし、予後の安定に
寄与する因子を探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット由来幹細胞の採取 
６週齢雄性 SDラットに３種混合麻酔（ドミトール・ミダゾラム・酒石酸ブトルファノール）の

腹腔内投与を行い、安楽死・断頭後に口蓋側歯肉の採取し、コラゲナーゼ処理により組織を分散
させたのち、10%ウシ胎児血清(FBS)、200μg/ml のペニシリン・ストレプトマイシンを添加した
α-MEM にて、37.5℃、5%CO2の条件下で選択培養を行い、４日ごとに培地の交換を行い、３継代
の歯肉由来細胞線維芽細胞の採取を行った。 
歯根膜由来細胞についても、同様の方法で６週齢雄性 SD ラットを安楽死させたのち、第一臼

歯、第二臼歯を抜歯し、1mg/ml ゲンタマイシン、25μg/ml ファンギソン、500μg/ml ペニシリ
ン・ストレプトマイシンを添加した PBS(-)中で光学顕微鏡を用いて歯根膜組織の剥離を行い、
ACCUMAX(Innovative Cell Technologies, San Diego)処理により組織を分散させたのち、10%ウ
シ胎児血清(FBS)、1mg/ml ゲンタマイシン、25μg/ml ファンギソン、500μg/ml ペニシリン・ス
トレプトマイシンを添加したα-MEM にて、37.5℃、5%CO2の条件下で静置培養を行い、７日ごと
に培地の交換を行い、３継代の歯根膜由来細胞線維芽細胞の採取を行った。 
 

（２）歯肉欠損移植治療モデルの確立 
歯周組織欠損は 10 週齢雄性 SD ラットの第一臼歯の近心および口蓋側の歯肉に対して、ENAP を

模して歯肉内縁をメスにより切離し、歯肉欠損内部に露出したセメント質を超音波スケーラー
にて削除することで作成した。 
続いて歯肉の微小欠損に対する細胞移植に適した移植担体の検討として、μGel 40(BRTI, 

Minnesota, USA)、2%アテロコラーゲンインプラントおよびコラーゲンスポンジハニカム CSH-
10(ともに KOKEN Co.,LTD, Tokyo, Japan)に歯肉由来線維芽細胞 1x105を播種し、歯肉欠損に対
する移植実験を行った。 
 
（３）組織切片・マイクロ CT の分析による歯周組織の評価 
移植後 7日、14 日、21日（各群３頭）の安楽死を行い、エナメル質表面を含めた歯周組織の状

態を確認するため、摘出後の上顎組織を川本法に則り非脱灰凍結標本を作成した。イソペンタン
および液体窒素を用いて SCEM（ライカマイクロシステムズ）に包埋し、クリオスタットを用い
て薄切後、10%PFA にて組織の固定を行った上で、HE 染色を行い歯肉組織の形態計測を行った。
また、歯周組織欠損作成に伴う侵襲による骨の状態変化を確認するため、マイクロ CT(Cosmoscan 
GX; Rigaku Co., Tokyo, Japan)により撮像し、OsiriX(Pixmeo SARL, Geneva, Swiss)で分析を
行い歯槽骨形態の確認を行なった。 
 



４．研究成果 
（１）ラット由来幹細胞の採取 
歯肉由来細胞線維芽細胞は、口蓋歯肉組織から 0.2%コラゲナーゼを用いた組織分散を行うこと

で採取した。初代培養において明らかに上皮細胞群と認められたコロニーを排除することで、線
維芽細胞のみを培養することができた。３継代の歯肉由来細胞線維芽細胞を用いて CFU-F アッ
セイを行い、得られた線維芽細胞の約 30%に高い増殖活性を確認することができた。歯肉由来細
胞については実験に供するに十分な細胞数を凍結保存することができた。一方、歯根膜由来細胞
については、実験開始当初は歯肉由来細胞と同様の採取・培養方法を行なったが、組織片が微細
であるため初代培養が困難で、また、口腔内細菌によるコンタミネーションを繰り返した。歯根
膜組織の採取・培養方法に改良を重ね、各種抗菌薬を添加した PBS(-)中で光学顕微鏡を用いて
歯根膜組織を採取すること、組織分散に用いる酵素剤の種類を検討することで、組織片や細胞の
ロスを少なくし、静置培養の培地量を調整することで組織片からの外生細胞の付着を促すこと
で、歯根膜由来細胞線維芽細胞の採取を行うプロトコールを完成することができた。しかしなが
ら、歯根膜由来細胞については増殖活性が乏しく、採取した細胞の質の問題が今後の課題となっ
た。 
 
（２）歯肉欠損移植治療モデルの確立 
歯周組織欠損は再現性を持って作成することが

できた。マイクロ CTの分析より、歯肉欠損作成
時の骨に対する侵襲が骨吸収を惹起することが
示唆されたため、歯肉付着が再構築される過程を
明らかにすることを目的とした本実験において、
適切な歯周組織欠損モデルは歯肉内縁およびセ
メント質欠損とした。 
 
歯肉欠損に用いる移植担体の検討では、移植細

胞の定量性の観点からμGel 40 を第一選択と考えた。ラット歯肉由来線維芽細胞 1x105を播種
する予備実験を行なった。無菌操作および担体に対する細胞播種性に優れていたが、ゲル中に均
一に細胞を播種・培養することは困難あった。微細な歯肉欠損に対して定量的な移植を行うため
には担体中に細胞を均一に分布させた上で、担体を小さく形態を整えて移植できることが条件
と考えられたが、同品では困難であった。また、キトサンを含む同品の組成が分析時に問題とな
る可能性が示唆された。このため、アテロコラーゲンインプラントおよびコラーゲンスポンジハ
ニカムを候補として同様の検討を行った。アテロコラーゲンインプラントはシリンジからゲル
を直接利用できる点で操作性に優れていたが、ゲル内に細胞を均一に分散させること、および、
細胞播種後の担体の大きさを規定して安定的に移植することが困難であった。一方、コラーゲン
スポンジハニカムについても、細胞を担体内に均一に播種すること、細胞を定量して定着させる
こと、は他の担体同様に困難であったが、ハニカム構造を利用して他の担体に比べて細胞播種・
培養時に大きな体積であっても移植時に縮小することができ、小さな歯肉欠損の内部に留置す
ることが可能であったため、歯肉欠損モデルに最も適した担体として採用することを決定した。 
 
 

（３）組織切片・マイクロ CT の分析による歯周組織の評価 
歯肉切除による歯周組織欠損の内面に存在する歯根表面は 0.8mm から 1.0mm 程度であった。全

ての実験群で欠損内部に面するセメント質を完全
に除去することができた。組織の状態評価のため
に非脱灰凍結切片を作成する川本法と、脱灰組織
を用いた従来のパラフィン切片の組織像を比較し
たところ、歯周組織の歯肉線維の走行や象牙質内
の構造の観察にはパラフィン切片が適していると
考えられた。一方、本研究において注目するエナメ
ル質に対する歯肉の付着状態や、セメント質の状
態は非脱灰切片による観察が適していた。 
 
歯肉切除後の治癒に関して、コラーゲンハニカムのみを移植した場合には、移植後 7 日では炎

症性細胞浸潤をみとめ、術後 14 日後において歯根表面に対する歯肉の付着を認めた。以降術後
２１日に至ってもセメント質の再生は認められることはなく、一部で長い上皮性付着と考えら
れる歯肉上皮細胞の歯根面に沿った増殖が認められた。コラーゲンハニカムおよび歯肉由来線
維芽細胞の移植実験では、術後 7 日で移植を伴わない場合に比べ強度の炎症性細胞浸潤を認め、
歯肉固有層での歯肉組織の再構築が起こっていたが、セメント質の再生は認められなかった。術
後 14 日時点で、被験部位の歯根象牙質表面に明らかな一層の線維芽細胞様細胞の集積と染色を



認め、セメント質の再生を伺う所見と
考えられた。術後２１日で歯肉内部は
炎症の消退と組織のリモデリングが継
続していた。また、エナメル質表面に
対する歯肉上皮の付着に関して、細胞
移植の有無にかかわらず、組織切片の
比較によって明らかな差は認められな
かった。これらの所見より、歯肉由来
線維芽細胞の担体を伴った移植がセメ
ント質の再生を促す効果があることが
示唆された。この結果より、歯髄細胞
や歯根膜細胞など細胞の採取にあたり
侵襲が大きく、また細胞培養に困難性のある細胞群を用いなくとも、比較的採取が容易な歯肉由
来線維芽細胞を用いた細胞移植治療による歯周組織再生治療の可能性が示唆された。 
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