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研究成果の概要（和文）：歯周疾患は細菌感染により生じる炎症性疾患であり、主な歯の喪失原

因である。したがって、安全で効果的な治療法の開発は極めて重要な課題である。しかしなが

ら、GTR 法やエナメルタンパクなどの従来法では完全な歯周組織の再生には至っていない。
我々は歯根面への新生セメント質形成を伴う歯周組織再生法の確立を目的として基礎的検討を

行い、細胞転写担体による骨組織再生の有効性を確認し、セメント芽細胞分化に関与する分子

の機能を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：A periodontal disease is an inflammatory disease due to bacterial 
infection and is a main cause of tooth loss. Therefore, development of the safe and effective 
regenerative therapy is an extremely important issue. However, conventional treatment 
such as the GTR method or the enamel protein does not lead to complete periodontal 
regeneration. We performed basic evaluation for the purpose of establishment of the 
periodontal regeneration with the new cementum formation to the root surface and 
confirmed the effectiveness of the bone regeneration with the cell equipped-carrier and 
clarified the function of the molecules that participated in cementoblast differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周疾患は歯周病原性細菌の感染により発
症する炎症性疾患であり、本邦では成人の約
8 割が罹患し、主な歯の喪失原因になってい
る。 
現在、臨床では GTR 法やエナメルタンパク
が歯周組織の再生療法として認可され用い
られているが、歯周組織再生のキーとなるセ

メント質形成を自在に調節するまでには至
っていない。したがって、セメント質形成の
機構を理解し、より安全で効果的な治療法を
開発することは社会的見地からも極めて重
要な課題である。 
歯の発生過程においてセメント質・歯根膜の
形成には、マラッセの上皮遺残（ヘルドヴィ
ッヒ上皮鞘 の断烈）と神経堤由来間葉組織の
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相互作用が関与すると考えられている。その
後国内外の精力的な研究により、マラッセの
上皮遺残が産生するアメロジェニンがセメ
ント質形成に関与することが示唆され、組織
再生治療にアメロジェニンを主成分とする
エナメルタンパクが用いられるまでに至っ
た。最近、マラッセの上皮遺残が歯の萌出後
も歯根表面において歯根膜線維芽細胞を取
り囲むような特徴的なパターンをもって認
められ、また加齢に伴いそのパターンが失わ
れることが報告された。しかしながら、マラ
ッセの上皮遺残のセメント質形成ついて十
分に理解されていない。また、セメント芽細
胞の分化調節についても得意的なマーカー
の報告が少なく十分に理解されていない。 
これまでに我々は、細胞パターニング技術の
歯周組織再生治療への応用研究、歯根膜幹細
胞研究、歯根膜細胞の石灰化調節機構に関す
る研究に取り組んできた(Biochem Biophys 
Res Commun. 2007;357(4):917-23, J Cell 
Biochem. 2007;100(2):303-14., J 
Periodontal Res. 2006 Aug;41(4):303-10., 
Biochem. Biophy Res Commu. 2005; 
326(1):147-53., J Cell Sci. 
2004 ;117:1457-68.) そこで、これらの研究
成果を踏まえてマラッセの上皮遺残の歯周
組織再生過程ならびに歯根膜腔の恒常性維
持における機能を明らかにすることが可能
になれば、新生セメント質形成を伴うより安
全で効果的な歯周再生治療の開発基盤にな
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
（1）マラッセの上皮遺残細胞の単離：ヒト
歯根膜よりマラッセの上皮遺残細胞を単離
する。我々の報告した中・外胚葉系細胞に分
化する歯根膜幹細胞を同様の方法で培養し、
マラッセの上皮遺残細胞への誘導が可能か
を検討し、そのための培養条件を確立する。 
 
（2）マラッセ上皮遺残ネットワークの構築
とマトリックスへの転写：マラッセ上皮遺残
ネットワークを構築するためのパターン培
養条件、パターン化された細胞のマトリック
スへの転写条件を検討する。 
 
（3）マラッセの上皮遺残細胞-間葉系細胞の
相互作用の解析：パターン培養したマラッセ
の上皮遺残細胞の存在・非存在／接触・非接
触下で、歯根膜幹細胞の共培養を行い、マラ
ッセの上皮遺残細胞の歯根膜幹細胞分化に
与える影響を詳細に検討し、機能を明らかに
する。 
 
（4）歯周再生ならびに歯根膜の恒常性維持
におけるマラッセ上皮遺残細胞の機能解
析：大型動物の歯周組織欠損または再植モデ

ルを用いて、パターン化マラッセの上皮遺細
胞の歯周組織再生ならびに歯根膜の恒常性
維持における機能を臨床的・組織学的に検討
し明らかにする。 
 
３．研究の方法 
新生セメント質形成を伴う安全でより効果
的な歯周組織再生治療の開発基盤を作製す
るためにセメント芽細胞分化機構の解明と
細胞パターニング法の骨再生への応用を検
討した。 
 
（1）歯根膜より歯根膜幹細胞を酵素処理法
により消化抽出し，多分化能を検討する。 
① FACSによる歯根膜幹細胞マーカー
（CD44, CD73, CD90, CD146, CD166, 
and STRO1）を確認した。 

② In vitro での軟骨芽細胞、骨芽細胞、脂
肪細胞への分化確認：骨芽細胞、脂肪細
胞は単層培養、軟骨細胞は遠心管培養で
それぞれ分化誘導培地にて２－３週間培
養、細胞は固定後に von Kossa染色（石
灰化），Oil Red O染色（脂肪滴），alcian 
blue染色（酸性ムコ多糖）にて確認し
た。 

 
（２）セメントタンパク(CEMP1)の発現確認 
① 磁気細胞分離システム(MACS)を用い
て、歯根膜幹細胞を石灰化マーカーであ
るアルカリフォスファターゼ発現によ
りソートし，CEMP1発現との関連を免
疫染色により検討した。 

② Real time-PCRによる CEMP1発現確
認：ヒトセメント芽細胞 HCEM2をポ
ジティブコントロール，ヒト骨芽細胞
HCOをネガティブコントロールとして，
ヒト歯根膜幹細胞における CEMP1発
現を免疫染色により検討した。 

③ BMP2処理ならびに骨芽細胞分化誘導
培地（Lonza; OIM）での骨芽細胞分化
の CEMP1発現への影響確認：歯根膜
幹細胞をそれぞれBMP2またはOIMに
て６日、3週間処理し CEMP1発現を
real time-PCRならびに免疫染色にて
検討した。 

④ In vivoにおける歯根膜幹細胞の分化と
CEMP1発現を確認：ヒト歯根膜幹細胞
をディフュージョンチャンバー内に挿
入し，ヌードラット廃部皮下に移植，宿
主由来細胞と非接触状態で0, 5, 10週間
培養し，このときの骨芽細胞、軟骨芽細
胞、セメント芽細胞への分化を real 
time-PCRならびに組織学的に検討し
た。 

 
（３）CEMP1の機能解析 
① ウィルスベクターの作製と歯根膜幹細



胞における CEMP1の強制発現 
② siRNAによる CEMP1の発現抑制 
③ DNAマイクロアレイによる CEMP1発
現歯根膜幹細胞の網羅的解析 

 
（４）細胞パターニング技術を応用した歯周
組織再法確立のための基礎的検討 
細胞パターニングならびに担体（ヒト羊膜）
への細胞転写のための細胞培養条件を検討
する。 
① ヒト羊膜への細胞転写法の確立：高圧脱 

  細胞処理したヒト羊膜への細胞の転写  
  条件を検討する。 
 ② 骨芽細胞転写羊膜を用いた骨再生能の  
  in vivo検討：ヌードマウスの頭頂骨に骨 
  欠損を作製、未処置群、担体のみ群、細 
  胞のも群、細胞転写羊膜群に分け、骨再 
  生効率について組織学的、マイクロ CT 
  を用いて形態学的に評価する。 
 
４．研究成果 
セメント質形成は，歯周組織再生において最
も重要なプロセスと考えられている。しかし
ながら、これまでセメント形成の調節機構，
特に出生後におけるセメント質新生につい
ては十分に理解されているとは言えない。こ
の一つの原因として考えられるのが、セメン
ト質形成に関与する細胞ならびにセメント
質に対する特異的マーカーに関する報告が
ほとんどないことが挙げられる。実際、これ
までに報告されたセメント質に関する論文
のほとんどが，石灰化関連マーカーである
RUNX2t、 アルカリフォスファターゼ(ALP)、
I 型コラーゲン(COLI)、骨シアロプロテイン
(BSP)、オステオカルシン(OCN)を用いて評価
が行われており、これらは骨マーカー共通で
ある。我々はヒトセメント芽細胞ならびにセ
メント芽細胞に対する特異的マーカーであ
る cementum derived attachment protein 
(CAP)と cementum protein1 (CEMP1)を報告し
た二つのグループとの共同研究によりセメ
ント芽細胞分化調節について検討行い以下
の成果を得た。 
 
１）CEMP1 は骨芽細胞でなく、セメント芽細
胞に発現することを，骨芽細胞とセメント芽
細胞への分化能を有する歯根膜幹細胞を用
いて検討した結果、歯根膜幹細胞を骨芽細胞
へ分化させると CEMP1 発現が低下することを
明らかにした（J Cell Physol, 2011）。 
 
２）CEMP1 はセメント芽細胞の分化を誘導す
ることを，CEMP1 強制発現しこんまく幹細胞
ならびに siRNA を用いた CEMP1 ノックダウン
を用いて検討した結果、CEMP1 強制発現歯根
膜幹細胞では歯根膜細胞マーカー並びに骨
芽細胞マーカーが低下し、セメント芽細胞マ

ーカーCAP ならびに BSP が上昇することを示
した（J Cell Physol, 2011）。 
以上の結果は，CEMP1 がセメント芽細胞なら
びに前駆細胞のマーカーとしてだけでなく，
セメント芽細胞分化に関与することを示し
た世界で最初の論文であり，今後の国内外で
行われるセメント芽細胞分化ならびにセメ
ント質形成に関する研究の発展に寄与する
と思われる。 
 
３）骨芽細胞転写羊膜が骨再生を促進するか
否かについてヌードマウス頭頂骨骨欠損モ
デルを用いて組織学的、マイクロ CT で形態
学的に検討した結果、 
①細胞パターニング基板を用いることで骨
芽細胞を担体である羊膜に短時間で効率的
に転写し、骨再生に必要な細胞̶担体複合体
を作製できることを示した(J Tissue Eng 
Regen Med, 2011)。 
②上記①で作製した骨芽細胞̶担体（羊膜）
複合体を実験的骨欠損に移植し，骨再生に対
する効果をマイクロ CT と免疫組織学的に，
対照である未処置群、担体（羊膜）群、細胞
移植群と比較検討した結果、骨芽細胞̶担体
複合体は移植後２週から有意に骨再生を促
進することが示された(J Tissue Eng Regen 
Med, 2011)。 
本研究より得られた成果は，組織適合性が高
く，抗炎症作用を有する胎児由来組織である
羊膜を骨再生に用いた報告であり，今後セメ
ント質形成能を有する細胞への応用と，これ
による新たな歯周組織再生法の確立の基盤
となると思われる。 
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