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研究成果の概要（和文）：本研究では，退縮エナメル上皮由来の接合上皮の運命が明確に示された．接合上皮
は，GFP遺伝子改変マウスをホストにした移植では，GFP陰性反応を示した．一方，GFP遺伝子改変マウスをドナ
ーとする移植では，接合上皮は実験期間中GFP陽性の反応を維持した．また，接合上皮の基底細胞は実験期間
中，高い増殖能を維持していた．これらの観察から，接合上皮における退縮エナメル上皮由来の体性幹細胞ニッ
チは口腔上皮に置き換わることなく長期間維持されていることが示された．また，追跡実験により，接合上皮細
胞が接合上皮基底部の増殖能の高い幹細胞／前駆細胞から補充され，接合上皮口腔側へ移動していることが示唆
された．

研究成果の概要（英文）：This study clearly demonstrated the fate of junctional epithelium derived 
from the reduced enamel epithelium. The junctional epithelium showed GFP-negative reaction when 
tooth germs from wild-type (WT) were transplanted into GFP-transgenic mice. In contrast, the 
junctional epithelium maintained GFP-positive reaction during the experimental periods when tooth 
germs from GFP-transgenic mice were transplanted into WT mice. In addition, basal cells of the 
junctional epithelium maintained high proliferative potential throughout the experimental periods. 
These observations indicate that the adult stem cell niche derived from the reduced enamel 
epithelium is maintained in the junctional epithelium for a long time without being replaced by the 
oral epithelium. Chase experiments suggest that junctional epithelial cells were replenished from 
proliferative stem/progenitor cells in the basal junctional epithelium and migrated to the oral 
side.

研究分野： 口腔解剖学

キーワード： 接合上皮　歯肉　遺伝子改変マウス　歯の萌出　移植　体性幹細胞　退縮エナメル上皮　上皮付着

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，歯胚移植のための精緻なマウスモデルの構築に成功し，接合上皮における退縮エナメル上皮由来の
細胞ニッチが歯の萌出後長期間維持されることを証明した．退縮エナメル上皮由来体性幹細胞の分離と細胞表面
マーカーの解明は，接合上皮幹細胞の利用を可能にするものである．接合上皮は歯原性であることから，歯原性
上皮の供給源として利用の可能性がある．接合上皮幹細胞と歯髄幹細胞，脱落乳歯幹細胞，歯根膜幹細胞，根尖
歯髄幹細胞，歯小嚢細胞，歯肉由来間葉系幹細胞などの間葉系幹細胞を用いた歯のバイオエンジニアリングは，
将来の歯科再生医療につながると思われる．

※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 

 
接合上皮が退縮エナメル上皮に由来することを示す多くの報告がある．エナメル質形成を完

了したエナメル器の細胞は重層上皮になり退縮エナメル上皮と呼ばれるが，歯の萌出に伴いエ
ナメル器と口腔上皮が融合すると，形態学的に両者を区別できなくなる．退縮エナメル上皮は形
態学的に口腔上皮と区別できないので，退縮エナメル上皮由来の接合上皮の運命については長
い間未解決の問題であった． 
組織は細胞がつくった細胞外マトリックス（細胞間質）と細胞によって構成される．皮膚の表

面，消化管や気道・体腔・血管の内面を覆う細胞集団を上皮または上皮組織とよび，上皮以外の
組織を間葉とよぶが，私たちの体は上皮と間葉で構成されている．上皮組織のはたらきは場所に
よって様々であるが，基本的なはたらきは，体の表面を覆って保護することである．つまり，上
皮細胞の連続性が体の内部環境を外界から遮断している．ところが，口腔内に露出している歯の
表面は，上皮組織の細胞間質（エナメル質）でかろうじて連続性が保たれているが，体の中で唯
一上皮細胞の連続性が途絶えている．上皮細胞の連続性の欠如は，体の弱点となり，歯周病の原
因となっている．この境界部の歯肉は特に接合上皮と呼ばれ，口腔常在菌（パラサイト）と宿主
（ホスト）の防御細胞とが相互作用する生体防御最前線である． 
歯肉上皮は，口腔上皮，歯肉溝上皮，接合上皮から構成されている．接合上皮はヘミデスモソ

ームを介してエナメル質表面に付着しており，細菌感染に対する防御の最前線となっている．ネ
ズミの口腔上皮と歯肉溝上皮は細胞間空隙が狭い角化上皮であるが，接合上皮は細胞内空隙が
広い非角化上皮であり，歯肉溝上皮と明確に区別される．接合上皮内には，多形核細胞やリンパ
球などの多数の遊走細胞が認められる．歯の萌出時に，退縮エナメル上皮と口腔上皮の融合が起
こり，退縮エナメル上皮が接合上皮に転換するため，接合上皮は退縮エナメル上皮に由来するこ
とになる．これまでの研究で，接合上皮の形態的・機能的特徴は他の口腔上皮と異なることが示
されており，接合上皮に含まれる幹細胞／前駆細胞は，口腔上皮幹細胞とは異なる増殖能や分化
能などの生物学的特性を有することが示唆されている．したがって，接合上皮における幹細胞／
前駆細胞を生体内で正確に同定することは，これらの細胞の単離と特性解析のために極めて重
要である．一般に，口腔上皮は最終的に接合上皮の退縮エナメル上皮成分に取って代わると信じ
られている． 

 
２． 研究の目的 

 
本研究は，私たちが確立した他家歯胚移植実験系を用いて，この難題の解明に挑戦した．他家

歯胚移植実験では，歯の発生過程を模倣できるので，遺伝子改変マウスと組み合わせると，細胞
の由来を特定できるのである．退縮エナメル上皮由来の接合上皮の運命と，歯の萌出後の接合上
皮における幹細胞／前駆細胞の細胞動態を明らかにした． 
 
３． 研究の方法 

 
B6 野生型（WT）および緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子改変マウスの上顎第一臼歯を抜歯後、

2週齢マウスの歯槽窩に下顎第一臼歯胚（胎生 15日～出生後 1日齢）を移植した。μ-CT による
解析後、パラフィン切片を Nestin、Ki67、GFP の免疫組織化学に処理した。また、BrdU 投与し
た TetOP-H2B-GFP マウスを用いた追跡解析も行った。 
私たちが確立した歯胚移植実験は近郊系マウス（近親交配を繰り返し，99%同じ DNA をもつ集

団のこと）を用いたので，ほとんどの移植歯は免疫拒絶反応を起こすことなく，ホスト動物の歯
槽内で維持された．歯胚移植の結果は，Nestin の免疫反応と歯根の形成により 4 つのタイプに
分類された．Nestin は VI 型中間径フィラメントであり，象牙芽細胞の分化マーカーとして用い
られている．その結果，-/-群（象牙芽細胞分化なし・歯根形成なし），N/-群（象牙芽細胞分化
正常・歯根形成なし），-/R 群（象牙芽細胞分化なし・歯根形成正常），N/R 群（象牙芽細胞分化
正常・歯根形成正常）の割合はそれぞれ 34.1%，29.5%，12.5%，25.0%だった．本研究では，N/R
群の結果を解析に使用した． 
 

４． 研究成果 
① 移植歯の形態 
移植歯の Nestin 陽性象牙芽細胞は，歯冠部と歯根部の象牙質下の歯髄・象牙質界面に沿って

認められた（図１～４）．歯頸部ではエナメル質形成と象牙質形成が正常に進行しているが，一
部の標本では象牙芽細胞の分化が部分的にうまくいかず，エナメル質のない領域が拡大してい
ることが確認された．マイクロフォーカス X 線 CT（μCT：小さな試料の内部を非破壊的に観察
できる X 線 CT 装置）で解析した 3 次元再構築移植歯は，6 咬頭と 2 根からなる正常な形態を示
し，歯の萌出と咬合が完了した（図１～４）． 



 

図１．WT マウスの歯胚を GFP 遺伝子改変マウスに移植後 2 週のヘマトキシリン＆エ
オジン染色（a），Nestin（b），Ki67（c），GFP 免疫染色（e，f），GFP＆PI 蛍光（g，
h）標本，µCT 像（d）（J Periodontol 2020;91:819-827 より転載） 
 エナメル質形成と象牙質形成が正常に進行して歯の萌出・咬合を完了している。口腔
上皮は GFP 陽性反応を示し，歯髄では樹枝状の外観をもつ浸潤細胞が GFP 陽性を示
す。接合上皮内に GFP 陽性細胞が散在する。D：象牙質，DP：歯髄，E：エナメル質ス
ペース，JE：接合上皮，OB：象牙芽細胞，OE：口腔上皮 

図２．GFP 遺伝子改変マウスの歯胚を WT マウスに移植後 2 週のヘマトキシリン＆エ
オジン染色（a），Nestin（b），Ki67（c），GFP 免疫染色（e，f），GFP＆PI 蛍光（g，
h）標本，µCT 像（d）（J Periodontol 2020;91:819-827 より転載） 
 エナメル質形成と象牙質形成が正常に進行して歯の萌出・咬合を完了している。接合
上皮は GFP 陽性反応を示す。D：象牙質，DP：歯髄，E：エナメル質スペース，JE：
接合上皮，OB：象牙芽細胞 

図３．WT マウスの歯胚を GFP 遺伝子改変マウスに移植後 16 週のヘマトキシリン＆エ
オジン染色（a），Nestin（b），Ki67（c），GFP 免疫染色（e，f），GFP＆PI 蛍光（g，
h）標本，µCT 像（d）（J Periodontol 2020;91:819-827 より転載） 
 象牙質形成が進行している。口腔上皮は GFP 陽性反応を示すが、接合上皮内に GFP
陽性細胞が散在する。接合上皮は多数の Ki67 陽性細胞（活発な増殖能）を有する。D：
象牙質，DP：歯髄，E：エナメル質スペース，JE：接合上皮，OB：象牙芽細胞，OE：
口腔上皮，SE：歯肉溝上皮 



 
② 退縮エナメル上皮由来接合上皮の運命 
 
移植歯の萌出後の接合上皮では，Ki67（細胞増殖マーカー）陽性の反応が観察された（図１～

４）．緑色蛍光タンパク（GFP）遺伝子改変マウス（すべての細胞が GFP 陽性を示すマウス）をホ
スト，野生型（WT：遺伝子が正常な動物）マウスをドナーとした歯胚移植の口腔上皮では，実験
期間中，GFP 陽性反応が認められた（図１，３）．また，歯髄では樹枝状の外観をもつ浸潤細胞が
GFP を発現していた（図１）．一方，歯肉溝上皮と接合上皮は GFP 陰性であったが，GFP 陽性細胞
は歯肉溝上皮と接合上皮に散在していた（図２，４）．GFP 遺伝子改変マウスをドナー，WT マウ
スをホストとした歯胚移植では，実験期間中，歯肉溝上皮，接合上皮，歯髄を GFP 陽性細胞が構
成していた（図２，４）． 

 

図４．GFP 遺伝子改変マウスの歯胚を WT マウスに移植後 16 週のヘマトキシリン＆エ
オジン染色（a），Nestin（b），Ki67（c），GFP 免疫染色（e，f），GFP＆PI 蛍光（g，
h）標本，µCT 像（d）（J Periodontol 2020;91:819-827 より転載） 
 象牙質形成が進行している。接合上皮は GFP 陽性反応を示し、多数の Ki67 陽性細胞
（活発な増殖能）を有する。D：象牙質，DP：歯髄，E：エナメル質スペース，JE：接
合上皮，OB：象牙芽細胞，SE：歯肉溝上皮 



③ 接合上皮の細胞動態 
接合上皮の細胞動態を調べるため，TetOP-H2B-GFP マウス（ドキシサイクリン投与により体の

すべての細胞が GFP 陽性を示し，細胞分裂により GFP 強度が弱くなるマウス）にブロモデオキシ
ウリジン（BrdU：チミジン相同物質で，細胞周期の DNA 合成期に核内に取り込まれ，細胞分裂に
より BrdU 強度が弱くなる）を投与し，追跡実験を行った．0 日後ではほとんどの接合上皮およ
び歯肉溝上皮細胞が GFP 陽性を示し，接合上皮および歯肉溝上皮の基底側の分裂細胞は BrdU を
取り込んでいた（図５a-d）．H2B ラベル保持細胞（H2B LRC）は 1日目の歯肉溝上皮と接合上皮
で維持され，Ki67 陽性の H2B LRC は主に接合上皮と歯肉溝上皮の基底側に局在していた（図５
f，h）．BrdU 標識細胞は，接合上皮の基底部側で数多く認識された（図５e）．接合上皮と歯肉溝
上皮の Ki67 陽性基底細胞は，2-3 日目に GFP 発現強度が徐々に減少した（図５j-l および n-p）．
BrdU 標識細胞は，接合上皮および歯肉溝上皮で広く観察され，接合上皮の口腔側では高密度の
標識細胞が認められた（図５i，m，q）．H2B LRC と BrdU 標識細胞は，基底細胞層上部の一部の
陽性細胞を除いて数が減少し，接合上皮と歯肉溝上皮の基底側の Ki67 陽性細胞は 4 日目に H2B
標識を欠いた（図５r-t）． 
④ 接合上皮幹細胞／前駆細胞 
BrdU 標識した TetOP-H2B-GFP マウスを用いた追跡実験により，接合上皮における幹細胞／前

駆細胞の局在とその子孫の移動経路が示された．接合上皮の基底側にある H2B LRC と BrdU 標識
細胞は，追跡時間の進行中に接合上皮の口腔側へ移動した．この結果は，接合上皮細胞が接合上
皮基底部の増殖能の高い幹細胞／前駆細胞から補充され，接合上皮口腔側へ移動していること
を示唆している．以前の研究では，接合上皮に直接付着した細胞がインテグリンを介して接合上
皮の口腔側へ移動することが証明された．しかし，本研究では，接合上皮内の Ki67 陽性の基底
細胞では H2B-GFP と BrdU の標識がほとんど消失しており，接合上皮内の幹細胞／前駆細胞の標
識化に失敗したことが示唆された．私たちのこれまでの研究では，切歯と臼歯に出生前 BrdU 投
与と H2B-GFP 遺伝子発現誘導を行い，静的歯髄幹細胞／前駆細胞の標識化に成功した．しかし，
切歯の歯髄では，細胞分裂の頻度が高いためか，活性化した幹細胞を同定することはできなかっ
た．接合上皮の幹細胞／前駆細胞は，口腔上皮の細胞よりも連続的に細胞分裂を行い，ターンオ
ーバーが速く，生体内で同定することが困難な動的幹細胞の一種である．しかし，今回の追跡実
験では，接合上皮の基底細胞上層に一部の標識保持細胞が残存していた．このような接合上皮の
長期標識保持細胞が静的幹細胞であるかどうかを明らかにするためには，さらなる研究が必要
である．接合上皮における幹細胞／前駆細胞を分離し，その特徴を明らかにするためには，これ
らの細胞を生体内で正確に同定することが重要である． 
⑤ 今後の展望 
本研究では，歯胚移植のための精緻なマウスモデルの構築に成功し，接合上皮における退縮エ

ナメル上皮由来の細胞ニッチが歯の萌出後長期間維持されることを証明した．退縮エナメル上
皮由来体性幹細胞の分離と細胞表面マーカーの解明は，接合上皮幹細胞の利用を可能にするも
のである．これらの細胞ソースを用いた研究方略は，接合上皮再生の最先端アプローチであり，
歯周炎患者への臨床応用の試みにつながると思われる．しかし，歯周外科におけるフラップ手術
の手順では、接合上皮と歯肉溝上皮の両方を除去している．このような場合，退縮エナメル上皮
由来の幹細胞を除去することになるが，術後に新しい歯肉溝が自然に形成されることがあり，元
の接合上皮や歯肉溝上皮はそれぞれの再生に必須でないとも考えられる．したがって，接合上皮
幹細胞が接合上皮の再生に必須であるかどうかを明らかにするためには，今後更なる研究が必
要である．一方，接合上皮は歯原性であることから，歯原性上皮の供給源として利用の可能性が
ある．接合上皮幹細胞と歯髄幹細胞，脱落乳歯幹細胞，歯根膜幹細胞，根尖歯髄幹細胞，歯小嚢
細胞，歯肉由来間葉系幹細胞などの間葉系幹細胞を用いた歯のバイオエンジニアリングは，将来
の歯科再生医療につながると思われる． 

図５．生後 33～35 日にドキシサイクリン、生後 34～35 日 BrdU を投与した TetOP-
H2B-GFP マウスを 4 日間追跡した標本の BrdU（a，e，i，m，q），GFP（b，f，j，n，
r），Ki67 免疫染色（c，g，k，o，s），GFP＆Ki67 蛍光（d，h，l，p，t）標本（J Periodontol 
2020;91:819-827 より転載） 
 E：エナメル質スペース，JE：接合上皮，SE：歯肉溝上皮 
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