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研究成果の概要（和文）：自家歯牙移植法は移植後の骨性癒着、歯根吸収および移植歯の喪失を防ぐため、再構
築される歯周組織の調和の獲得を目的とした、歯周組織オルガノイドの作製実現について研究を進めた。オルガ
ノイドの一部となるセメント芽細胞分化の促進を図るため歯根膜幹細胞を用いて研究を進めた。歯根膜幹細胞を
用いてスフェロイド形成、その後にコラーゲンゲル内で培養を行い３次元培養を図った。プラスミノゲンアクチ
ベーターインヒビター（PAI-1）を添加し３次元培養で分化能が向上した細胞にセメント芽細胞分化の誘導を図
った。また、セメント質分化誘導の確立のため、歯根膜幹細胞にCEMP-1遺伝子導入を図った。

研究成果の概要（英文）：To prevent failures of autologous tooth transplantation such as synostosis, 
tooth root resorption, and loss of the transplanted tooth, I attempted to produce periodontal tissue
 organoids with harmonious reconstructed periodontal tissue. In this study, human periodontal 
ligament stem cells were used because those cells can promote a differentiation of cementblasts. 
Using plasminogen activator inhibitor (PAI-1) stimulation organoids generated by a combination of 
spheroids and collagen gel revealed a multilayer of periodontal tissue. Furthermore, I attempted to 
transfect cementum-1 gene into periodontal ligament stem cells to accelerate cementum 
differentiation in periodontal tissue organoids.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
予後の良い自家歯牙移植法には組織化された細胞を移植に併用することが重要である。本研究課題は、細胞シー
ト培養法と多細胞スフェロイドのコラーゲン培養法を組み合わせて細胞が組織化された状態である歯周組織オル
ガノイドを形成することである。オルガノイド培養は、多細胞が生体と同様に相互的に作用し合うことで生体組
織と同様の働きを再現できる。生体組織においては、それぞれの細胞は他の細胞と共同で作用するために、細胞
自身の分化度を調節している可能性が考えられる。したがって、移植後の調和のとれた歯周組織を再現するため
に、歯根膜線維、セメント質、骨への分化制御を図った歯周組織オルガノイドを作製することが重要である。

※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。



１．研究開始当初の背景 

歯の欠損に対する歯科治療法の一つとして、「自家歯牙移植」がある。試行錯誤を繰り返
して、移植法の臨床的手技は確立されてきた。しかしながら、そのような確立した手技を用
いても移植後の骨性癒着、歯根吸収や移植歯の喪失が生じる場合がある。骨性癒着と歯根吸
収の原因としては、移植歯の歯根膜損傷による移植歯歯根膜と受容側コラーゲン線維の再
生・修復不全が考えられる。また、移植歯喪失の原因としては受容側の骨吸収などの受け入
れ側の不適応が挙げられる。すなわち、移植の失敗は移植歯と受容側で再構築する歯周組織
の不調和によると考えられる。したがって、確実な自家歯牙移植法の実践にあたっては、歯
根膜を主体とした歯周組織の再生療法を組み合わせた術式の開発が必要であると考える。
また、近年 in vitroでの細胞の組織化＝オルガノイドについての研究が進んでいる。オルガ
ノイドの移植により再生・修復が促進される報告があり、自家歯牙移植法においても応用可
能であると思われる。 

歯周組織複合体の再生・修復を良好に促し、移植歯と受容組織の調和を図ることが自家歯 

牙移植法の重要なポイントである。そのためには、歯根膜を主軸とした①移植歯におけるセ 

メント質の再生および②受容組織における歯槽骨の再生が必要である。したがって、歯周組 

織オルガノイドを用いた再生療法の開発が必要である。そして、これらのオルガノイド併用
法を実現するには、オルガノイド形成の根幹である細胞の分化誘導をコントロールする手
段も必要となる。 

 

２．研究の目的 

３次元培養法を応用して歯周組織オルガノイドを作製し、移植歯と受容組織が調和の取
れる歯周組織複合体の再現を行う。具体的には、１）３次元培養を構成する細胞間における
分化度の調和を図るために、幹細胞の歯根膜、セメント質および骨への分化誘導・調節法を
検索する、２）セメント質、歯根膜、骨分化誘導をしたスフェロイドおよび細胞シートをコ
ラーゲン・ゲル包埋培養法で培養し歯周組織オルガノイドを形成する、３）歯牙移植モデル
を使用して形成されたオルガノイドを含有するゲルを受容側に埋入して移植を行う。 

 

３．研究の方法 

１）調和のとれた歯周組織オルガノイド作製のために、３次元培養法を応用してヒト歯根膜
幹細胞（HPLSC)を用いたセメントおよび骨分化誘導法の確立について検討した。 

ⅰ）使用した細胞：HPLSCを growth medium (GM)として 10% FBS 含有 DMEM 培地で培養
を行なった。 

ⅱ）骨分化およびセメント質分化誘導：骨分化誘導には osteogenesis-induced media (OIM) 

を用いた。セメント質誘導には、OIM に recombinant human plasminogen activator 

inhibitor-1(PAI-1)を GM に混合して使用した。 

ⅲ）培養法：通常の２次元培養とスフェロイド培養にコラーゲン・ゲル包埋法を組み合わせ 



た３次元培養法を用いて、両者による分化誘導の促進について比較検討した。 

ⅳ）分化誘導の評価：評価には位相差観察、Western blotting (WB) 法および免疫細胞染色（ICC）
法を用いた。 

 

２）セメント質分化誘導能促進のために、HPLSC を不死化した後にセメント質分化誘導能
のある ementum protein-1(CEMP-1)遺伝子導入を行った。 

ⅰ）HPLSC をヒト歯根膜幹細胞用培養培地 (Human Periodontal Ligament Stem Cell Culture 

Complete Growth Media with Serum)で培養を行った。 

ⅱ）不死化細胞の樹立のため、Lenti-SV40T (Puro) レンチウイルス感染後に薬剤スクリーニ
ング（Puromycin による選択培養を行い、Puromycin 耐性のある細胞の増殖を確認）した。 
ⅲ）不死化バルク細胞にレンチウイルス作製用ベクターである pSMPUW-cDNA（標的遺伝
子：CEMP1）を使用して作製したレンチウイルスを感染させ、薬剤スクリーニング（G418 

600で選択培養）を行った後、増殖した細胞をクローン化した。 

ⅳ）SV40T 抗原及び目的遺伝子：CEMP1の発現確認のため、WB解析を行った。 

 

４．研究成果 

１）PAI-1による HPLSC スフェロイドと ECM（コラーゲンゲル）の相互作用について検証 

PAI-1 で処理した
埋め込みスフェロイ
ドの表面は 48 時間
で多数の棘で覆われ、
ウニのような形態を
示した。PAI-1 処理
の 72 時間後、多くの
スフェロイドが分解
され、分離された細
胞はコラーゲンゲル
に移動して拡散した
(図 1A)。コントロー
ルグループと  OIM

グループのスフェロ
イドは 72 時間後もボール状または棘の出た形状のままであった(図 1B)。24 時間後、各グ
ループのスフェロイドの範囲に有意差は認められなかった。48 時間後と 72 時間後、PAI-1 

で処理したスフェロイドの拡散領域は、コントロールグループと OIM処理グループよりも
大きくなった(図 1C)。PIA-1群は、対照群および OIM群と比較して、72時間で埋め込まれ
た球状体の分解率が高かった(図 1D)。PAI-1 処理では、コントロールおよび OIM 処理群と



比較して、埋め込まれた HPLSC スフェロイドの早期の分解が示された。PAI-1 処理スフェ
ロイドの早期の分解について、スフェロイドの周辺部に局在する遊走細胞に加えて、非遊走
期に関与していた細胞も遊走細胞に変化したことを示している可能性がある。したがって、
PAI-1 処理は埋め込まれたスフェロイドと ECM 内のコラーゲンの相互作用を可能にし、
それが HPLSC スフェロイドのセメント質形成分化の誘導に寄与している可能性がある。 

 

2）PAI-1刺激下の３次元培養法におけるセメント分化誘導の促進の検証 

WB分析および ICC法の結果では、PAI-1 で処理した包埋スフェロイドでは、2D 培養の
すべてのグル
ープ、コントロ
ー ル お よ び 

OIM 処理した
スフェロイド
処理グループ
と比較して、
CEMP1 発 現
が有意に上昇
した（図 2）。 

これらの結
果より、PAI-1 

処 理 し た
HPLSC のスフ
ェロイドは他

のグループよりも高いセメント質分化能力を示した。 

 

3）HPLSCの不死化および CEMP-1遺伝子導入の検証 

WB 結果（図 3）よりサンプル#8

で高い SV40 Large T 抗原の発現量が
認められた。WB 結果（図）4 よりレ
ンチウイルス感染細胞での CEMP1 の
高発現が認められた。不死化とCEMP1

の高発現の HPLSC（サンプル#8）が得
られた。 

 

 

 



4）まとめ 

 HPLSC でのスフェロイド形成およびプラスミノーゲン・アクチベーター・インヒビター
（PAI-1および OIM）で刺激をしてセメント芽細胞分化及び骨芽細胞を分化誘導した細胞群
を細胞シート及びスフェロイド混合コラーゲン・ゲル包埋培養法により３次元歯周組織複
合体の形成を行った（Int J Mol Sci 23: 2022）。さらに、確実にセメント芽細胞を分化誘導す
るために、歯根膜幹細胞に CEMP-1 遺伝子導入を行い、CEMP-1 発現不死化細胞を作製し
た。本研究で明らかとなった分化調節をしたコラーゲン・ゲル包埋 HPLSCスフェロイドを
使用したオルガノイド形成により、細胞間の極性が付与された調和のとれた複合体が形成
できるものと考える。 
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