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研究成果の概要：歯はエナメル芽細胞、象牙芽細胞、歯髄細胞、歯根膜細胞などが相互作用を

及ぼして形成されていくものと考えられる。したがって、歯の再生を考える上ではまず始めに、

歯胚からこれらの性質を備えた細胞を分離し、その細胞間相互作用を明らかにすることが重要

である。そこで、私たちは細胞の不死化に着目し、それらの性質を有する細胞間の相互作用に

ついて分子生物学的に解析した。 
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研究分野： 
 
科研費の分科・細目：医歯薬学•歯学•外科系歯学 
 
キーワード：歯牙再生 
      エナメル芽細胞 
      象牙芽細胞 
      歯根膜細胞 
      共存培養 
 
１．研究開始当初の背景 
   歯の再生を考える上ではまず始めに、 
   歯胚からエナメル芽細胞、象牙芽細胞、 
   歯髄細胞、歯根膜細胞の性質を備えた 

   細胞を分離し、その細胞間相互作用を 
   明らかにすることが重要である。しか
し、これら細胞間相互関係を解明するには再
現性のある細胞が必要となる。また、歯胚細



胞は癌細胞とは異なり正常細胞であるため、
増殖能力に限界があり継代しても、半永久的
に使用すること不可能である。そこで、私た
ちは細胞の不死化に着目し、樹立した不死化
歯胚細胞の篩い分けを行い、それぞれの細胞
群間の相互作用について解析することとな
った。 
 
 
２．研究の目的 
（１）歯胚細胞の不死化と分化した細胞 
     の篩い分け 
（２）篩い分けられた細胞のサイトカイ   
    ンによる細胞分化、増   
    殖への影響 
（３）篩い分けられた細胞群間での相互作 
    用の解析 
 
 
３．研究の方法 
（１）不死化ヒト歯胚細胞の樹立と分化した 
   細胞の篩い分け 
 ①矯正治療にて根未完成智歯の抜歯が必 
  要となった患者からヒト歯胚細胞を 
  type I collagenase および Dispase I を 
  用いて single cell とする。 
 ②それぞれの single cell に DNA 腫瘍ウイ 
  ルス（SV40）を導入し不死化ヒト歯胚細 
  胞を樹立する。 
 ③樹立した不死化ヒト歯胚細胞を single  
  cell にして、培養 dish 上に播種。 
 ④single cell colony 形成後、それぞれの 
  細胞集団の mRNA を回収しエナメリン、 
  ホスホホリンの発現を RT-PCR 法にて解 
  析しアメロゲニンを発現している細胞 
  群をエナメル芽細胞様細胞、ホスホホリ 
  ンを発現している細胞群を象牙芽細胞 
  様細胞とした。 
（２）篩い分けた細胞群に FGF-2、BMP-2、 
   BMP-4、ectodin を連日投与し、培養１、 
   ３、７、１４、２１、２８日目で細胞 
   を回収して mRNA およびタンパク質を 
   抽出し、アメロゲニン、ホスホホリン、 
   I 型コラーゲン、アルカリフォスファ 
   ターゼのウエスタンブロット法およ 
   び RT-PCR 法にて解析した。 
(3)  single cell coloney を用いて、それ 
     ぞれの細胞群をコラーゲン膜を介して 
     共存培養を行い、BMP-2、BMP-4、ectodin、 
     FGF-2、をそれぞれ添加して、遺伝子発 
  現について解析した。 
 
 
４．研究成果 
 （１）矯正治療のため便宜抜歯が必要と診 
        断された患者から歯胚を取り出し、 
        single cell として分離し、DNA 腫 

        瘍ウイルス（SV40）を導入し不死化 
        ヒト歯胚細胞を樹立した。 
 （２）single cell より colony を形成し 
    篩い分けられた、それぞれの細胞群 
    に BMP-2,BMP-4,FGF-2,ectodinを添 
    加した結果、BMP－２および BMP－４添 
    加により、エナメル芽細胞様細胞お 
    よび象牙芽細胞様細胞のアメロゲニ 
    ンおよびホスホホリンのタンパク質 
    の発現の増強が認められた。 
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図１ BMP－２および BMP－４添加によるエナ 
   メル芽細胞様、象牙芽細胞様細胞のア 
   メロゲニンおよびホスホホリンのタ 
   ンパク質発現変化 
 
（３）FGF-2 はエナメル芽細胞様細胞および 
   象牙芽細胞様細胞の分化促進には影 
   響を与えないが、BMP-2 や BMP－４に比 
   べて増殖を促進した。 
 

２ BMP－２、BMP－４、FGF－２添加によるエ
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図
ナメル芽細胞およぼ象牙芽細胞の細胞増殖
について 



 
（４）今回の実験において ectodin は細胞増 

５）エナメル芽細胞様および象牙芽細胞様 

６）エナメル芽細胞様および象牙芽細胞様 

 

 

   

      エナメル芽細胞様細胞

   殖およびエナメル芽細胞様、象牙芽細 
   胞様細胞の成熟•分化に影響を及ぼさ 
   なかった。 
 
（
   細胞に、FGF-2,BMP-2,BMP-4 をそれぞ 
   れ添加し、アルカリフォスファターゼ 
   活性を測定したところそれぞれの細 
   胞群で BMP－２および BMP－４添加にて 
   その活性の促進が認められた。 

 
 

図３ BMP－２、BMP－４、FGF－２添加によるエ 
   ナメル芽細胞およぼ象牙芽細胞の ALP 
      活性 
 
（
   細胞の single cell coloneyを用いて、 
   それぞれの細胞群をコラーゲン膜を 
   介して共存培養を行い、BMP-2、BMP-4、
   ectodin、FGF-2、をそれぞれ添加して、 
   遺伝子発現について解析したところ 
   それぞれ単独の細胞群では、BMP－２お
   よび BMP－４の存在下でなければ、それ 
   ぞれの細胞への成熟が促進されなか 
   ったが、共存培養することにより、BMP

   －２、BMP－４非存在下でも amelogenin 
   および phosphopholinの遺伝子発現が 
   増強された。 
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図４ 共存培養時に FGF－２、BMP－２、BMP 
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５ 共存培養時に FGF－２、BMP－２、BMP 

７）以上より、篩い分けられた、エナメル 
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図
   －４を添加した時の Phosphopholin 
      の遺伝子発現変化 
 
（
   芽細胞様細胞、象牙芽細胞様細胞は単 
   独では BMP－２および BMP-4 にて成熟• 
   分化が促進されるが、コラーゲン膜を 
   介した共存培養では、BMP－２または、 

ALP活性（エナメル芽細胞様細胞）
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ALP活性（象牙芽細胞様細胞）
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    BMP－４を添加しなくても分化が促 
    進され、共存培養中に BMP－２および 

８）今後は、エナメル芽細胞様細胞および 
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    BMP－４を添加することによりさら 
    に分化が促進された。 
 
（
   象牙芽細胞様細胞の間でのシグナル 
   伝達経路を解析していく予定である。
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