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研究成果の概要（和文）：ヒト歯根膜あるいはヒト智歯歯胚から、間葉系幹細胞のマーカーの一つであるSTRO-1陽性細
胞をMSCGM培地を用いて培養したところ、高い回収率が得られ、骨あるいは軟骨誘導培地にて分化誘導された。
さらに、生体材料として、シャーピー線維と同程度の直径20μｍの貫通孔を有する試作チタンメッシュを試作し、その
上での細胞の付着ならびに分化について検討したところ、貫通孔だけでなく貫通孔のないチタン表面を覆うように多数
付着し、細胞接着分子であるフィブロネクチンの分布も広範囲にみられた。免疫組織科学的に調べたところ、オステオ
ポンチンならびにオステオカルシンが孔および孔と孔の間に結晶を形成するようにみられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the influence of mesenchymal stem cells growth medium (MSCGM) for STRO
-1 positive cells derived from PDL compared with DMEM. PDL cells cultured in MSCGM showed colony formation
 and the isolation rate was higher than that in DMEM. STRO-1 positive cells derived from human wisdom toot
h germs collected using MSCGM showed Alcian blue positive matrix when cultured in chondrogenic induction m
edium. They also performed nodule formation stained with Alizarin red cultured in osteogenic induction med
ium.
 We have designed a titanium sheet with two-dimensional porous array of 20um pored mesh which was almost s
ame as the diameter of Sharpeys fiber and numerous holes were densely pierced. We investigated the effect 
of the differentiation of cells on the titanium mesh. Frios Bone Shield was used as control. The cells on 
the titanium mesh expressed higher osteopontin and osteocalcin expression around the pore compared with th
e Frios.
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１．研究開始当初の背景 
近年、バイオマテリアルに細胞ならびにシ

グナル因子を応用したティッシュエンジニ

アリングの開発が、皮膚や血管、骨をはじめ

様々な臓器で試みられている。歯科分野にお

いても、歯根膜由来培養細胞から得られた細

胞シートにより歯周組織再生を試みる研究

（Hasegawa et al., 2005）や、PLLA等の吸

収性材料ならびにｂFGFを用いた顎骨再生に

関する研究（Kinoshita et al., 2008）など

がなされてきている。しかし、根面う蝕や歯

根破折といった、歯科臨床において日常的に

遭遇する症例に対する治療法としてティッ

シュエンジニアリングの応用はまだなされ

ていない。 

これまで、当教室において、歯根膜由来線

維芽細胞の培養系はすでに確立されており、

コラーゲンを用いての立体培養に関する研

究も行ってきた（岩松、金田一ら 2002）。

さらに、イヌを用いた実験において、歯根窩

洞に歯根膜由来線維芽細胞を応用した場合、

術後３ヶ月までその細胞の存在が確認され、

歯根膜組織再生に関与している可能性が示

唆された（岩松、金田一ら 2000）。残存歯

根膜組織に近接したかたちでチタンならび

に歯根膜由来線維芽細胞を挿入すると、チタ

ン表面にセメント質ならびに歯根膜が形成

され(平田、兼平ら 2000)、細胞の足場とし

てマイクロキャリアが有効であることもわ

かってきた（平田、金田一ら 2001）。ラッ

ト歯根膜に近接したかたちでチタンインプ

ラントを挿入し、酵素組織化学的に検討した

結果、ALP陽性細胞を含む歯根膜様線維がチ

タンインプラント体表面に対して垂直に配

列しており、生体内における歯根膜線維芽細

胞の純チタンに対する高い親和性が示唆さ

れた（只友、岩松ら 2001）。また、PLAやコ

ラーゲン等各種吸収性材料に対する歯根膜

由来細胞の接着について検討した結果、培養

初期にはコラーゲンに対して高い接着性が

得られ、培養期間が長くなるとPLAやPLLA上

においても同様の接着性が得られることが

わかった(Iwamatsu-Kobayashi, Nishihara, 

et al., 2005、西原、岩松-小林他、2005）。

さらに、ヒト智歯歯胚由来の間葉系幹細胞に

も着目し、その組織内での分布の解明ならび

に分離培養にも成功している（岩松－小林、

西 原 、 2006 、 Nishihara, 

Iwamatsu-Kobayashi, et al.,  2007,  

2009）。また、4-META/MMAレジンを初めとす

る各種レジンの物性、とくに歯質への接着性

について詳細に検討している（Endo, Komatsu, 

et al., 2007, Furukawa, Komatsu, et al., 

2008）。 

本研究では、以上の成果をふまえて、ティ

ッシュエンジニアリングを歯根修復材料に

応用すべく、現在歯科においてひろく使用さ

れている接着性レジンを改質し、歯周組織再

生能を有する新たなバイオハイブリッド型

材料を開発する予定であり、従来の報告には

みられない新たな研究として位置づけられ

る。 

 
 
２．研究の目的 
高齢化社会となった現在の日本にあって、

歯科においても患者のQOLの向上を目指すこ

とが急務となっている。高齢者にみられる根

面う蝕や歯根破折は、天然歯の保存を難しく

している一要因である。現在、これらの疾患

に対しては、主として歯冠修復に用いられる

接着性レジンによる修復処置がなされてい

るが、この方法だと天然歯根にみられる歯根

膜組織の回復にまでは至っていない。そこで、

新たな歯根修復術として、ヒト歯根膜由来培

養細胞あるいはヒト智歯歯胚から得られた

間葉系幹細胞を用いて、バイオマテリアルと

ハイブリッド化することで、歯根膜組織を有

する新たな歯根修復用バイオハイブリッド

型材料開発を目標として研究していく予定

である。 



３．研究の方法 
(１）歯根修復材料の開発ならびに物性の検

討 

生体親和性に優れ、歯質接着性を有する４

-META/MMA レジンの歯科修復材料に、細胞の

Scaffold としての機能を与える。 

また、生体材料として、シャーピー線維と

同程度の直径 20μｍの貫通孔を有する試作

チタンメッシュに着目し、その上での細胞の

付着ならびに分化について検討する。さらに、

そのチタン表面処理としてblast処理につい

て検討する。 

さらにその表層において歯根膜由来培養

細胞あるいは間葉系幹細胞の増殖・分化が可

能となるような適切な環境を与え、同時に物

性の検討を行う。 

(２）歯根膜由来細胞あるいはヒト智歯歯胚

由来間葉系幹細胞の培養 

歯根膜由来細胞は、ヒト抜去歯より岩松、金

田一ら（2002）の方法に基づき、歯根膜組織

片を剥離、採取、Outgrowth 法にて培養・継

代する。ヒト智歯歯胚由来間葉系幹細胞は、

ヒ ト 智 歯 歯 胚 よ り Nishihara, 

Iwamatsu-Kobayashi et al. (2007)の方法に

基づき、STRO-1 陽性細胞を分離・培養する。

以上の培養は、クリーンベンチならびに CO2

インキュベーターを備えた培養室で行う。 

(３）改良歯根修復材料上での細胞の動態観

察 

（２）より得た歯根膜由来細胞あるいはヒ

ト智歯歯胚由来間葉系幹細胞を（１）で作製

した材料上にて培養する。細胞の増殖能を調

べるため、経時的に細胞数や BrdU の取り込

みを測定する。細胞の付着状態は、位相差顕

微鏡あるいは走査型・透過型電子顕微鏡によ

り観察する。また、アクチンフィラメントに

特異的に結合するファロイジンや、細胞の接

着に関与するフィブロネクチン、FAK などの

分子を免疫組織化学的に検出し、蛍光顕微鏡

及び共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察・考

察する。さらに細胞の分化度を調べるため、

オステオネクチン、オステオカルシン等の発

現を免疫組織化学的に検出する。 

 

 
４．研究成果 

（１）ヒト歯根膜あるいはヒト智歯歯胚から

、間葉系幹細胞のマーカーの一つである

STRO-1陽性細胞を効率的に得るために、培地

を従来のDMEM培地から幹細胞培養用のMSCGM

培地に変えて、immunomagnetic beadsを用い

て分離培養した。すると、歯根膜由来細胞に

おいてもコロニー形成がみられ、アクチンフ

ィラメントに特異的に結合するファロイジン

染色で形態変化が観察され、STRO-1陽性細胞

の 高 い 回 収 率 が 得 ら れ た (Endo, 

Iwamatsu-Kobayashi, Nishihara, Komatsu et 

al. (2011))。また、得られたSTRO-1陽性細胞

を骨あるいは軟骨誘導培地にて誘導し、組織

学的に観察したところ、それぞれアリザリン

赤陽性骨様基質あるいはアルシアン青陽性軟

骨様基質の分泌が観察され、多分化能が示唆

さ れ た (Iwamatsu-Kobayashi, Nishihara, 

Komatsu  et al.(2011))。さらに、歯科臨床

において現在ひろく用いられているコンポジ

ットレジン上にて間葉系幹細胞を培養したと

ころ、SEM観察において細胞の付着がみられ、

付着数はレジンの表面性状によって変化する

ことが確認された。 

（２）生体材料として、シャーピー線維と同

程度の直径 20μｍの貫通孔を有する試作チ

タンメッシュに着目し、その上での細胞の付

着ならびに分化について検討した。さらに、

そのチタン表面処理としてblast処理につい

て検討した。コントロールとして、市販の直

径 100μｍのチタンメッシュ(Frios Bone 

Shield)を用いて比較検討した。Frios では、

細胞が貫通孔に落ち込むようにわずかに付

着していたのみであったが、試作チタンメッ

シュでは貫通孔に付着するだけでなく、貫通



孔のないチタン表面を覆うように多数付着

しているのが観察された（石幡、小林他

(2012)、小林他(2012)。さらに、チタン表面

に blast 処理を施すことによって、細胞の付

着が促進されることがわかった。細胞接着分

子であるフィブロネクチンの分布も、細胞の

付着部位に応じて広範囲にみられた。さらに、

細胞の分化度について免疫組織科学的に調

べたところ、オステオポンチンが培養 2週間

後で試作チタンメッシュの貫通孔ならびに

その近傍に高く発現し、材料の配向性がみら

れたが、Frios にはみられなかった。オステ

オカルシンの発現は、Frios の場合は孔の周

囲に限局してみられたが、試作チタンメッシ

ュにおいてはいずれの実験群でも孔および

孔と孔の間に結晶を形成するようにみられ、

播種密度が高くなるにつれてその結晶が大

きくなっていた(Endo, Iwamatsu-Kobayashi 

et al.(2014))。今回の結果から、試作チタ

ンメッシュは細胞の分化を妨げないことが

わかり、新たな歯根修復材料となる可能性が

示唆された。 

（３）組織再生には神経系の再生が不可欠で

ある。そのため、生体内における神経系のさ

まざまな機能を分子生物学的に検討した

(Ichikawa H. et al, 2011,2012,2013)。 
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