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研究成果の概要（和文）：ヒト根未完成歯抜歯の際に歯原性細胞を単離することができる。代表者は、ヒト根未
完成歯抜歯時に歯嚢、歯乳頭および歯根膜を採取し、幹細胞生物学的に解析を行った。歯嚢組織由来上皮細胞の
培養が可能であった。間葉系組織である歯髄および歯根膜においては、容易に培養が可能で神経堤幹細胞様特性
を保持し、組織特異的マーカーを見出した。歯原性上皮ならびに間葉組織由来の細胞からスフェアーを形成し、
再構築するオルガノイド培養法を検討した。各種オルガノイド培養法を改良し、見出した培養法においてマトリ
ゲルにて包埋後に浮遊培養を行うことで長期培養が可能であった。

研究成果の概要（英文）：We isolated the odontogenic cells, including the dental sac, apical papilla,
 and periodontal ligament, during extraction of human teeth with immature apices and analysed for 
stem cell biology. We have successfully cultured odontogenic epithelium from dental follicule 
tissue. Mesenchymal tissues, apical papilla and periodontal ligament were readily culturable, 
retained neural crest stem cell-like characteristics, and identified each tissue-specific markers. 
We investigated organoid culture methods for the formation and reconstruction of spheres from cells 
derived from odontogenic epithelium and mesenchyme. We improved various organoid culture methods and
 found that long-term culture was possible by floating the culture after Matrigel embedding in the 
culture method we developed.

研究分野：再生歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
同一患者から採取した歯乳頭、歯根膜および口腔粘膜由来の多能性細胞の幹細胞特性の違いを初めて報告した。
また、今まで未知であった発生段階の歯根形成中の歯の組織特異的分子マーカーとしてCD24およびCD56を同定し
た。このことは、将来の歯原性間葉組織を区別するためのマーカーとなることが示唆される。
さらに、今後は、分子細胞生物学的にこの培養法を改良していく必要があるが、代表者が開発した培養法におい
てヒト歯原性細胞からなるオルガノイド（アッセンブロイド）を長期間培養することが可能であり、将来の歯の
再生におけるオルガノイド培養法において一歩を踏み出すことに成功したと考えている。

※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 
近年、生体内の多くの正常組織には、自己複製能と多分化能を保持した幹細胞が存在し、組

織の発生や損傷修復において極めて重要な役割を果たしている。顎口腔領域においても、現在

までに多くの幹細胞分離とその性状解析に関する報告が相次いでおり、その組織採取の簡便性

とその利用価値が非常に高いことが注目を集めている。顎口腔組織の器官培養誘導法において

ES細胞やiPS細胞のような多能性幹細胞を用いることは決定的な誘導因子が不明であること

と、未分化性が高いがゆえに非常に困難と考える。また、近年報告されている歯の器官培養誘

導法は、ある特定時期のマウスの組織から細胞を分離し再構築することで組織再生を行ってい

るが、ヒトの再生医療においてこのような手法を用いることは不可能である。したがって、現

時点ではヒトの顎口腔組織のオルガノイドによる試験管内器官再構築法では成体組織幹細胞を

用いた器官再生誘導法が最も現実性があるものと考える。 

顎口腔領域において再生すべき組織は、口腔粘膜組織、象牙質・歯髄複合体、歯周組織さら

には歯の再生であるが、まだ完全な複合組織再生には至っておらず、複合幹細胞分化誘導なら

びに試験管内器官再構築法に関しての報告は非常に少ない。 

幹細胞研究は、現在新たなステージへと突入しようとしている。従来の単層培養系などを用

い、表面マーカー解析や多分化能によって幹細胞特性を評価するものを第1世代とすれば、3次

元培養法を用いて単離した幹細胞研究が第2世代である。現在では、それらを複合化組織として

オルガノイド形成によって器官再生や創薬開発などを目指す研究が第3世代の幹細胞研究といえ

る。 

代表者らは、各種顎口腔組織からの単層培養法を用いた第1世代の幹細胞分離と性状解析とし

てヒト根未完成歯（S Abe et al. Oral Sci Int, 2007.、 S Abe et al. Biochem Biophysic Res Communi, 

2008.）および下顎骨から（C Yoshida et al. J Craniofac Surg, 2016）の幹細胞単離に関して報告し

ている。さらに、3次元培養を用いた第2世代としてのヒト根未完成歯の根尖部歯髄組織から

（S Abe et al. Stem Cell Res Therap, 2011.、 S Abe et al. Cell Boil Int, 2012）、ヒト口腔粘膜固有層

から（S Abe et al. Stem Cells Transl Med, 2016.）の神経堤幹細胞分離と再生医学的研究に関して

報告している。これらのそれぞれの幹細胞特性は評価をされているが、同一患者由来の組織由

来細胞での検討がなされておらず、その違いが何であるかが検討されていない。さらに、それ

らをかけ合わせることでどのような組織再生が可能でありどこまでが限界であるのかという結

果には至っていない。  

 
２．研究の目的 
本研究では多種の顎口腔組織幹細胞の違いとそれらの組み合わせによる組織再生が可能であ

るのかということを明らかにし、個々の幹細胞集団の適切な組み合わせによるオルガノイド試

験管内器官再構築法開発のための革新的基礎研究を行うことを目的とする。 

 本研究では日本大学医学部倫理員会の承認の下、ヒト顎口腔領域由来の幹細胞（歯髄、歯根膜、

口腔粘膜由来の神経堤幹細胞ならびに歯原性上皮幹細胞）を今までの代表者が行ってきた幹細

胞学的手法によって、その細胞を単離し、性状解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）顎口腔領域の組織幹細胞の単離と3次元培養による幹細胞純化 

 ヒト根未完成智歯抜歯時に採取された口腔粘膜、歯根膜、歯乳頭および歯冠包組織から単離



され、凍結保存された各種幹細胞を用いて、スフェアー分離法による3次元培養（無血清の

DMEM/F12培地にN2サプリメント、EGF、bFGFを添加した培地下に超低付着培養皿にて単離）

を行い、各種幹細胞を単離する。各ストックサンプルの細胞の幹細胞生物学的な性状解析をお

こなった。 

（２）それぞれの組織幹細胞の組み合わせによるオルガノイド培養とin vitroでの性状解析 

歯の再生の可能性…歯原性上皮幹細胞、口腔粘膜間葉系幹細胞、歯根膜幹細胞および歯乳頭由

来幹細胞を用いて歯の再生の可能性に関して検討する。培養法に関しては、マトリゲル中にス

フェアーを包埋するマトリゲルドーム法を用いて、既存のオルガノイド培養法を改良した培地

を用いて培養を行う。この際に、これらの因子の適切な濃度と細胞数の検討を行う。オルガノ

イド成熟培地として歯の発生に重要な成長因子を加え最適な培養法を確立する。オルガノイド

培養開始からExpansion Medium培養での10日目、Maturation Medium培養1、２および3週目培養

した。 

（３）組織幹細胞の組み合わせによる器官再構築法のin vivo再生能の検討 
 オルガノイド培養した上記の組織を免疫不全マウスの頭蓋骨欠損マウスへ移植し、移植後 12
週後の再生能を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）口腔組織からの多能性細胞の幹細胞特性の違いと組織特異的分子マーカーの同定 

 

全ての組織由来細胞は、大部分が神経堤幹細胞マーカーである nestin+/CD44+細胞集団であり、細

胞生物学的解析では差は認められなかった。網羅的遺伝子解析の結果、歯乳頭は CD24+/CD56+、

歯根膜は CD24-/CD56+、口腔粘膜では CD24-/CD56-であった。これらは、ヒト組織においても同

様の所見を示した。in vitro 分化能に関しては、全ての組織由来細胞が神経堤細胞系統への分化

能を保持していたが、硬組織形成細胞分化能では、歯乳頭および歯根膜由来細胞が脂肪細胞分化

能では口腔粘膜由来細胞が有意に分化能が高かった。また、in vivoでの硬組織再生は、歯乳頭由

来細胞が歯根膜および口腔粘膜よりも有意に高かった。各組織由来細胞は単純な解析では同様

の神経堤幹細胞様の表現型を示すが、その分子マーカーおよび分化能は異なっていた。また、in 

vivo硬組織再生能は臨床的な各組織の特徴を保持していた。同一患者から採取した歯乳頭、歯根

膜および口腔粘膜由来の多能性細胞の幹細胞特性の違いを初めて報告した。また、今まで未知で

あった発生段階の歯根形成中の歯の組織特異的分子マーカーとして CD24 および CD56 を同定

した（図 1）（S Abe et al. Cell Prolif, 2022.） 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：組織採取別の幹細胞特性の違いと組織特異的分子マーカーの同定 
 
 
（２）各種細胞を用いたオルガノイドの検討 
これらの幹細胞と歯嚢組織から単離した歯原性上皮幹細胞を同一患者から単離することが可能
となっている。しかしながら、歯嚢組織由来の歯原性上皮細胞の培養には、個体差が非常に大き
いことと、培養者によって単離できる確実性が異なることが明らかになった。個体差に関しては、
患者由来の歯嚢組織の組織学的検討にて残存している上皮細胞が非常に少ないことが原因であ
ることが判明した。 
今までの研究成果により、これらの歯原性細胞を用いたオルガノイド培養法に関して様々なミ
ニ臓器モデルのオルガノイド培養法ならびに候補成長因子の検討により、歯原性細胞から効率
よく、かつ長期間のオルガノイドに似た細胞集団を培養できる培養法をついに見出すことに成
功した（図２）。しかしながら、歯嚢由来の上皮細胞は 3次元培養でのスフェアー形成がしにく
く、各組織由来細胞からのアッセンブロイド形成を行うも上皮細胞が間葉から分離してきてし
まうことが問題であった。 
また、免疫不全マウスへの移植実験では頭蓋骨に 5㎜の骨欠損を作成し、移植を行ったが、12
週の時点では、移植していないコントロール群でも骨再生が認められ、明らかな違いを確認でき
なかった。また、歯牙様の構造物の再生を認めなかったため、やはり上皮細胞の問題を解決する
必要があると考えた。 
今後は、歯原性上皮細胞の性状解析と 3次元培養法の検討を行うことが課題として残った。 

 



 
図 2：代表者が確立した３次元長期培養システム 
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