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研究成果の概要（和文）： 
申請者らが既に樹立したエナメル芽細胞株と象牙芽細胞株および当教室で開発中の歯再

生医療に特化した Scaffold を用いて，歯の発生時期でみられる上皮―間葉相互作用を培養

系と生体内で再現し，申請者が考案した独自の歯再生医療の開発を試る． 

 本研究において，マトリゲル内で三次元培養されたエナメル芽細胞はヌードマウス皮下
でエナメル器様組織を形成し，硬組織構築能を有することから，本細胞株を用いた歯の再
生医療への応用の可能性が示唆される． 
 
研究成果の概要（英文）： 

We try to develop the original tooth regenerative therapy by epithelial-mesenchymal interactions 

in vitro and in vivo using ameloblast, odontoblast-lineage cell line and scaffold which specialized 

in the tooth regenerative therapy. 

 In this study, after sub-cutaneous implantation of ameloblast-lineage cell line that cultured 

three-dimensional in matrigel to athymic nude mice, we ectopically observed enamel epithelium 

like structure formation and hard tissue construction. We believed that these cell lines are useful 

tool for clinical tissue engineering technology to repair the tooth 
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１．研究開始当初の背景 
 21 世紀の歯科医学における戦略的研究課
題の一つは歯の再生と考えられる．再生医療
では，細胞，Scaffold（細胞の足場），Signal
（分化増殖因子）の３要素が重要であるが，
最適な Scaffold（細胞の足場），Signal（分
化増殖因子）の検討には均質な細胞が必要と
なる．当教室では，歯由来細胞株を用いた歯
の再生医療の開発を目指した基礎的研究を
行っており，申請者は，マウス胎仔の歯胚か
らエナメル芽細胞および象牙芽細胞を分
離・培養して，不死化エナメル芽細胞株と不
死化象牙芽細胞株の樹立に成功し，それらの
特性を明らかにしてきた（Establishment and 
characterization of a spontaneously 
immortalized mouse ameloblast-lineage 
cell line. Biochem Biophys Res Commun, 
308(4), 834-839, 2003. Phenotype 
properties of a novel spontaneously 
immortalized odontoblast-lineage cell 
line. Biochem Biophys Res Commun, 342(3), 
718-724, 2006）． 

 申請者が樹立したエナメル芽細胞（図１）
は，培養系で石灰化した結節を形成し（図２
a, b），ラミニンを主体とした基底膜成分の
調整品であるマトリゲルを担体としてヌー
ドマウスの皮下に移植すると，自ら基質形成
期エナメル芽細胞に分化してエナメル器様
組織を形成する（図２c）．移植用担体として
用いたマトリゲルはラミニンを主成分とし
た基底膜成分であることから，基底膜成分が
エナメル芽細胞の分化に関与していると考
えられる． 
 一方， 申請者らが樹立した象牙芽細胞は，
各種のデンティンマトリックス蛋白産生に

関する遺伝子を発現し（図３），培養系で石
灰化した結節を形成する（図４）． 

 エナメル芽細胞は，象牙芽細胞に接するエ
ナメル器組織の内エナメル上皮細胞から分
化するが，このエナメル芽細胞の分化には象
牙芽細胞との上皮―間葉相互作用が重要で
あり，象牙芽細胞から分泌されるデンティン
マトリックス蛋白や象牙芽細胞との接触を
介した何らかのシグナルが関与していると
考えられる．申請者らは，樹立したエナメル
芽細胞と象牙芽細胞による上皮―間葉相互
作用を培養系で再現するために，特殊なバブ
ル処理で通気孔の大きさを変更できるコラ
ーゲン膜（細胞を両面に培養して，細胞が互
いの細胞突起を介して接触し，シグナル伝達
ができる）を開発中である（図５）． 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では，申請者らが樹立したエナメル
芽細胞株と象牙芽細胞株との上皮―間葉相
互作用を応用した生物学的手法により成熟



したエナメル質や部分的な歯を再生するこ
とを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 
 申請者が樹立したエナメル芽細胞株と象
牙芽細胞株を用いて，両細胞が接触する基底
膜成分ゲル内および特殊コラーゲン膜を介
して両細胞が接触する培養法で上皮―間葉
相互作用を再現し，培養系と生体内において
エナメル質や部分的な歯の再生医療の開発
法を詳細に検討する． 
 
➀ 基底膜成分と成長因子によるマウスエナ
メル芽細胞株の分化誘導条件の検討とマトリ
ゲル内への細胞注入法による歯の形成能の検
討 
a. 本エナメル芽細胞をマトリゲル,ラミニ
ン，Ⅳ型コラーゲン，フィブロネクチン等で
表面処理をした培養皿上で，PDGFやIGF-1等の
成長因子を培地に添加して培養を行い（図
６），エナメルマトリックス遺伝子（タフテ
リン，アメロジェニン，エナメリンなど）の
発 現 量 を
RT-PCR法で
検討する．
それぞれの
因子がエナ
メルマトリ
ックス蛋白
分泌に与え
る影響を評価し，in vitroにおいて基質形成
期へエナメル芽細胞を誘導させ，多量の石灰
化結節を形成する条件を探索する． 
b. マトリゲル内で三次元培養する．Nakao
ら の 方 法 （ The development of a 
bioengineered organ germ method. Nat 
Methods, 4(3), 227-30, 2007）を基に，マト
リゲルをセルカルチャーインサート上でゲル
化させた後，エナメル芽細胞をマトリゲル内
に注入して2～3週間三次元培養を行う（図７）．
エナメル芽
細胞を回収
した後，エナ
メルマトリ
ックス遺伝
子の発現量
を RT-PCR 法
で検討する． 
 申請者ら
が樹立した
象牙芽細胞
と共培養を
行う．b と同
様に，ゲル
化させたマ
トリゲル内

に象牙芽細胞を注入した後，その象牙芽細胞
に隣接するようにエナメル芽細胞を注入し，
生体内における上皮―間葉相互作用を再現
する（図８）．2～3 週間培養を行い，エナメ
ルマトリックス遺伝子の発現量を RT-PCR 法
で検討する． 
さらに，実験bとcでは，組織切片を作製し，
in vitroにおけるエナメル質や部分的な歯の
再生について評価する．同時に，歯および石
灰化に関連す
るタンパクを
免疫細胞化学
染色にて検出
する． 
 

➁ 特殊コラー
ゲン膜を用い
たエナメル芽
細胞と象牙芽
細胞との上皮
―間葉相互作
用による歯の
形成能の検討（図９） 
a. エナメル質を再生するには，上皮―間葉
相互作用が重要と考えられる（Jowett, et 
al.: Epithelial-mesenchymal interactions 
are required for 
msx 1 and msx 2 gene 
expression in the 
developing murine 
molar tooth. 
Development, 
117(2), 461-70, 
1993）．その上皮―
間葉相互作用を再
現するため，コラー
ゲン膜をin vitroに
お け る scaffold に
選択する．現在，開発中のこのコラーゲン膜
は特殊なバブル処理で通気孔を変更できる
ため，本エナメル芽細胞と象牙芽細胞の両面
培養に最適な通気孔の大きさを検討する．ま
た，基底膜成分で特殊コラーゲン膜と同様な
膜が作製できるか否かを検討する． 
b. さらに、特殊コラーゲン膜に歯の形態を
付与することによって，歯の形を再現できる
か否かを検討する． 
象牙芽細胞をコラーゲン膜上に播種・接着さ
せた後，もう一面にエナメル芽細胞を播種し
て 2～3 週間培養を行う．エナメル芽細胞を
回収した後，エナメルマトリックス遺伝子の
発現量を RT-PCR 法で検討する．また，組織
切片を作製し，in vitro におけるエナメル質
や部分的な歯の再生について評価する．同時
に，歯および石灰化に関連するタンパクを免
疫細胞化学染色にて検出する． 
 



➂ 歯再生用Scaffoldを用いた樹立細胞株の
異所性歯形成能の検討（図１０） 
 吸収性リン酸カルシウムセラミックスお
よび吸収性高分子ポリマー/セラミックス複
合体を利用した移植用の chamberを開発中で
ある．実験➀b と c の詳細な検討で得られた
培養体，および実験➁で作製したコラーゲン
膜とのエナメル芽細胞/象牙芽細胞・複合体
をこの diffusion chamber に入れ，chamber
の両端をミリポアフィルターで封鎖した後，
chamber を SCID マウスの皮下に移植する．移
植後，２週，４週，８週，１２週に chamber
を摘出し，組織切片を作製し，in vivo にお
けるエナメル質や部分的な歯の再生につい
て評価する．さらに，歯および石灰化に関連
するタンパクを免疫組織化学染色にて検出
する． 
 
 
４．研究成果 

基底膜成分と成長因子によるマウスエナメ
ル芽細胞株の分化誘導条件の検討とマトリゲ
ル内への細胞注入法による歯の形成能の検討
を行っている． 
a. 基底膜成分の調整品であるマトリゲルを
セルカルチャーインサート上でゲル化させた
後，エナメル芽細胞をマトリゲル内に注入し
て3週間三次元培養を行い，組織学的評価を行
った．三次元培養したエナメル芽細胞から部
分的な歯やエナメル質を形成しないが，細胞
塊が形成された．コラーゲンスポンジ内で三
次元培養したエナメル芽細胞を対照群とした
（図１１，１２）． 

b. マトリゲル内で細胞塊を形成したエナメ
ル芽細胞との複合体をヌードマウス背部皮下
に移植し，免疫組織化学染色を行った．移植6
週のエナメル芽細胞は，エナメル芽細胞のマ
ーカーであるアメロジェニンで染色，歯上皮
のマーカーであるサイトケラチン14で染色さ

れ，エナメル器様組織を形成した．さらに，
移植40週でレントゲン不透過性を示す石灰化
組織が誘導された（図１３－１７）． 
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