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研究成果の概要（和文）：臨床で入手可能な抜去歯由来の細胞を用いて歯・歯周組織ユニットの効率よい再生を
目指した。
歯冠形成に用いる最適なマラッセ上皮遺残細胞と歯髄細胞の選定を行った。歯髄細胞の象牙芽細胞への誘導は確
認できなかったが、マラッセ上皮遺残細胞のエナメル芽細胞への誘導はβグリセロフォスフェートとデキサメタ
ゾンの添加培地で確認できた。歯髄細胞とマラッセ上皮遺残細胞を３次元で共培養したところ、鐘状期の初期の
エナメル器にみられる細胞の配列がみられた。しかし、基質形成期エナメル芽細胞様の円柱状の細胞やマラッセ
上皮遺残細胞と歯髄細胞の境に象牙芽細胞様の突起の長い細胞は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to efficiently regenerate tooth and periodontal tissue unit using 
clinically available extracted tooth　derived cells.We selected the most suitable epithelial cell 
rests of Malassez (ERM) and dental pulp cell (DPC) to be used for crown formation. The induction of 
DPC to odontoblasts could not be confirmed, however the induction of ERM to ameloblasts could be 
confirmed by culture medium supplemented with β-glycerophosphate and dexamethasone.
Three-dimensional co-culture of DPC and ERM observed an arrangement of cells found in the enamel 
organs in the early bell stage.However, ameloblast-like columnar cells in the matrix formation stage
 and with odontoblast-like cells with protrusions were not observed at the boundary between ERM and 
DPC.

研究分野：再生医療

キーワード： 歯の再生

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床で入手可能な細胞を用いた歯・歯周組織様ユニットの形成はすでに確認しているが、再現性を良くするため
細胞の条件検討を行いマラッセ上皮遺残細胞がエナメル質を形成する条件を確認した。
この細胞と歯髄細胞を共培養し、歯の発生時にみられる上皮間葉相互作用が確認できれば歯冠形成に使える可能
性が高く、生体内で歯冠もしくはさらに歯周組織ユニットを再現性良く形成できた後にはヒトへの応用を目指し
培養下での歯・歯周組織ユニットの形成も可能になると考えられる。また、培養下にて歯・歯周組織ユニットの
形成が可能になれば、臨床応用が可能になり歯を失った人のQOLを著しく高めることができる。

※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 
永久歯は一度失うと二度と再生されず、治療方法としては入れ歯やブリッジ、インプラントがあ
る。現在の入れ歯やブリッジは元の歯のようにどんな食べ物でも噛めるわけではなく、また、支
える他の歯への負担も大きい。インプラントは、歯根膜がないためクッション作用がなく、また
圧力などを感じるセンサーの役割もない。さらに歯周組織への栄養補給もないことや骨に接す
る粘膜との結合が強くないため天然の歯に比較すると感染に弱いことなどが挙げられている。
また、経年的な骨吸収の問題もある。さらに歯槽骨が十分に存在しない場合、そもそもインプラ
ント治療は不可能である。よって、元の歯と同じ機能を取り戻すのは難しいのが現状である。 
すでに、マウスでは胎生期の歯胚原基を取り出し、上皮細胞と間葉系細胞の 2種類の細胞に分け
てコラーゲンゲル内に入れ、再生歯胚として体外で再構築し、再生歯胚をマウスの腎皮膜下に移
植して再生歯ユニット(歯と支持組織の歯根膜、歯槽骨が一体となっているもの)が作製されて
いる。この再生歯ユニットをマウスの顎骨の中に移植したところ、歯槽骨の再生を伴った再生歯
の生着が確認されている。更に機能的な解析では、歯の強度が天然の歯とほぼ同等であることや
歯槽骨における骨のリモデリング、再生歯の歯髄・歯根膜に神経線維・血管が侵入し、咀嚼や侵
害刺激を中枢へ伝達する能力を有することが確認されている 1)。しかし、この歯の再生法を臨床
応用するには大きな問題が2つある。1つは、臨床では入手不可能な歯胚原基の細胞を使うこと、
もう１つは免疫や感染のリスクを伴う動物への移植を行わなければ、歯の再生を誘導できない
という点である。生体内での再生は、血流が酸素・栄養や生理活性物質を補給するため歯の再生
に有利な環境である点では優れているが、ホスト動物の細胞が再生歯に混入する可能性を否定
できず、免疫や感染のリスクを伴うので、ヒトでこの手法を使うことは難しい。 
また、ブタマラッセ上皮残遺細胞を歯髄細胞とともに免疫不全動物に移植し、エナメルを形成さ
せたという報告がある 2)。これはマラッセ上皮残遺細胞がエナメルを形成する能力を維持してい
る証拠であり、歯冠形成にマラッセ上皮残遺細胞と歯髄細胞が有用な細胞源であると考えられ
る。しかし、この方法では、エナメルと歯髄の位置が逆転して形成されており、正常の歯とは言
えない。そこで、生体と一致した構造を得るために、歯髄細胞を入れたアテロコラーゲンビーズ
にマラッセ上皮遺残細胞を付着させたもの（細胞ビーズ）をスキッドマウスの腹腔内に移植した
ところ生体に類似した構造の歯冠様構造が形成された。さらに、この細胞ビーズを歯根膜細胞シ
ートでくるみ 3)同様に移植したところ歯・歯周組織様ユニットも形成された。よって、生体内で、
臨床で入手可能な細胞を使い、正常構造の歯周組織を含む歯のユニットの形成を可能にした。し
かし、成功率が低いという問題点がある。 
 
２．研究の目的 
臨床的に再生医療の応用に可能な細胞を用い、再現性良く、歯・歯周組織ユニットを作製し、ヒ
トに臨床応用できる方法を開発する。 
臨床で入手可能な細胞は歯髄細胞、マラッセ上皮遺残細胞や歯根膜細胞であることや、この組み
合わせで歯・歯周組織様ユニットが形成されることはすでに確認できており、さらに再現性を良
くするため、どのような細胞が必要かを検討する。そのため、歯冠形成に用いる歯髄細胞やマラ
ッセ上皮遺残細胞の選定を行う。歯髄細胞は象牙芽細胞に、マラッセ上皮遺残細胞はエナメル芽
細胞に分化しやすく、歯髄細胞とマラッセ上皮遺残細胞の相互作用がスムーズに行われるよう
な細胞を選定する。 
その細胞を用いて、歯の再生に有用な環境である動物体内で、細胞ビーズを使って歯冠、また、
細胞ビーズに歯根膜細胞シートをまき、歯・歯周組織ユニットを再現性良く形成する。更に、ヒ
トでの応用を目指し、培養下での形成を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞の分離 
歯髄細胞と歯根膜細胞は、ヒトの抜去歯から採取する。マラッセ上皮遺残細胞は、マラッセ上皮
遺残細胞が多く存在し分離しやすいブタの臼歯の歯根膜細胞より分離する。抜去歯の歯根中央
部から歯根膜を尖刀でシャーレ内の培養液中に削ぎ落とし静置培養すると、線維芽細胞シート
の中にマラッセ上皮遺残細胞コロニーが散在する。ここからマラッセ上皮遺残細胞を濾紙法ま
たは筒法を用いてコロニアルクローニングし分離する。 
(2) 細胞の選定 
歯髄細胞が象牙芽細胞に分化しやすい能力をもつ細胞の選定は、骨に分化誘導する培養液(αMEM
にデキサメタゾンとアスコルビン酸とβグリセロフォスフェート)での誘導、または、３次元の
ほうが２次元より分化に有利な場合がありスフェロイドにすることで誘導されるという報告も
ある 4)ためスフェロイドで誘導を行う。象牙芽細胞の同定は、象牙芽細胞分化マーカーである
DSPP や DMP-1 の発現で評価する。 
マラッセ上皮遺残細胞がエナメル芽細胞に分化しやすい能力をもつ細胞の選定は、硬組織形成
に必要なβグリセロフォスフェートとデキサメタゾンで誘導する。アリザリンレッド S 法にて
カルシウムの沈着を確認し、エナメル芽細胞の同定は、Ameloblastin・Amelogenin・KLK4・MMP20・
enamelin の発現で評価する。 
上記の条件で誘導がかからない場合、歯髄細胞とマラッセ上皮遺残細胞を３次元で接着させ共
培養し相互作用を確認する。アテロコラーゲン溶液と歯髄細胞を混和した溶液をゲル化してア



テロコラーゲンビーズを作る。このビーズをマラッセ上皮遺残細胞と旋回培養し、ビーズの周囲
に細胞を付着させ（細胞ビーズ）共培養する。また、コラーゲンと歯髄細胞を混合しクローニン
グシリンダー内に入れて固めその上にマラッセ上皮遺残細胞をのせ共培養を行う 5)。細胞の形態
変化の確認は、HE染色で評価する。 
(3) 生体と一致した構造の歯冠の形成と歯周組織を含む歯のユニットの形成 
歯冠形成は、アテロコラーゲン溶液と歯髄細胞を混和した溶液をゲル化しアテロコラーゲンビ
ーズを作り、マラッセ上皮残遺細胞と旋回培養し、ビーズの周囲に細胞を付着させ細胞ビーズを
作る。細胞ビーズに使用する細胞は(2)で選んだ細胞を使用する。歯周組織を含む歯のユニット
の形成は、歯冠形成時の細胞ビーズを歯根膜細胞シートでまいたものを作る。それぞれをスキッ
ドマウス(免疫不全)の皮下に移植し、28 日間飼育した後、摘出する。摘出した組織の細胞分化・
形態変化・組織形成を確認するため、μCT撮影や HE染色、Cytokeratin・Cytokeratin14・DSP・
Ameloblastin・Amelogenin・Enamelin などの免疫染色で評価する。 
また、形成が確認された細胞の組み合わせを用いて還流培養下で培養し、生体外での形成も行う。 
 
４．研究成果 
(1) マラッセ上皮遺残細胞の分離 
ブタの抜去歯の歯根中央部から歯根膜を尖刀でシャーレ内の培養液中に削ぎ落とし静置培養し
たところ、線維芽細胞シートの中に上皮細胞の大小のコロニーが散在した。この上皮細胞を濾紙
法にてコロニアルクローニングし分離した(図 1)。これをマラッセ上皮遺残細胞として使用した。 
 

 
図 1 .上皮細胞のコロニー(左)と分離したブタマラッセ上皮遺残細胞(右) 

 
(2) 細胞の選定 
歯髄細胞は骨分化誘導培地で石灰化が確認され、アリザリン 
染色でカルシウムの沈着を確認した（図 2）。しかし、象牙 
芽細胞マーカーである DSPP や DMP-1 の発現に差は見られな 
かった。 
マラッセ上皮遺残細胞は硬組織形成に必要なβグリセロフォ 
スフェートとデキサメタゾンで誘導したところ、細胞質内に 
エナメル小柱様のドットが現れ、更に誘導を続けると培養液 
中に石灰化物と思われる茶色の塊の浮遊が観察され、中には 
シート状のものもあった（図 3）。この状態の細胞をアリザリ 図 2.歯髄細胞のアリザリン染色 
ンで染色したところ、カルシウムの沈着を確認した（図 3）。 
誘導でみられた石灰化物が骨分化誘導の時と異なり培養液中に浮いてくるのは、エナメル質が
エナメル芽細胞によって細胞外で作られるためだと考えられる。 

 

図 3. 誘導中のマラッセ上皮遺残細胞                    図 4.マラッセ上皮遺残細胞 
誘導中のマラッセ上皮遺残細胞の中にエナメル小柱様のドット(左)と       のアリザリン染色 
石灰化物様の塊(右)を確認した。 
 



さらに、エナメルタンパク（Ameloblastin・Amelogenin・Enamelin）とこれらの分解酵素である 
MMP20・KLK4 の発現を確認した。Ameloblastin は誘導が進むと減少し、MMP20 と KLK4 は誘導が
進むにつれて上昇していた(図 5,6)。これはエナメル質形成がすすむにつれ、エナメルタンパク
が KLK4 や MMP20 に分解されることを反映していると考えられる。 
 

                                    

Scale bars 50μm 

図 5.誘導したマラッセ上皮遺残細胞の PCR       図 6. 誘導したマラッセ上皮遺残細胞の免疫染色 
 

歯髄細胞が象牙芽細胞に分化しやすい能力をもつ細胞の選定ができなかったため、歯髄細胞と
マラッセ上皮遺残細胞を３次元で共培養し相互作用の確認を行った。細胞ビーズまたはシリン
ダー内で作製した３次元の構造物を静置または還流培養を行ったところ、マラッセ上皮遺残細
胞は立方形にきちんと配列し、その配列した細胞の上に数層の扁平細胞や細胞間隙の多い多形
細胞が観察された（図 7）。 

Scale bars 50μm 

図 7.細胞ビーズ(①)またはシリンダー内(②)で作製した 3次元構造物の HE染色 
 

しかし、発生時の歯冠形成初期にみられるマラッセ上皮遺残細胞では分泌前期エナメル芽細胞
様の円柱状の細胞やマラッセ上皮遺残細胞と歯髄細胞の境に象牙芽細胞様の突起の長い細胞は
観察されなかった。今回観察された構造物は、鐘状期の初期のエナメル器にみられる細胞（整列
した細胞＝内エナメル上皮・扁平な細胞＝中間層・細胞間隙が広い部分＝星状網）に類似してい
た。鐘状期の初期の内エナメル上皮に隣接する部分の歯乳頭細胞は一層に並んで象牙芽細胞と
なるが、歯髄細胞にその様子は観察されなかった。 
今回、歯髄細胞が象牙芽細胞に分化しやすい能力をもつ細胞の選定はできなかったが、マラッセ
上皮遺残細胞と歯髄細胞を共培養することで、内エナメル上皮に隣接する部分に歯髄細胞が一
層に並んで、さらに象牙芽細胞様な長い突起の細胞やエナメル芽細胞様の円柱状の細胞が見ら
れれば、相互作用が起きているのはあきらかであり、その細胞は歯冠形成に使える細胞である可
能性が高い。相互作用がおきるものとそうでない細胞をトランスクリプトーム解析等でどのよ
うな細胞か探索できれば、象牙芽細胞になりやすい細胞がどのような細胞か分かるかもしれな
い。さらに上記の相互作用を確認できた細胞の組み合わせを歯の再生に有用な環境である動物
体内で歯冠もしくは歯根膜細胞も用いて歯周組織ユニットを再現性良く形成できれば、ヒトへ
の応用を目指し培養下での歯・歯周組織ユニットの形成も可能になると考えられる。 
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