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研究成果の概要（和文）：歯科矯正治療では、歯の移動に伴って歯根吸収が生じることがある。本研究では、新規生体
材料であるリン酸化プルランを応用した、歯根吸収に対する再生医療技術の開発を目指した基盤研究を行った。その結
果、リン酸化プルランが細胞動態に及ぼす影響の解明、細胞シーズの獲得、および細胞操作技術の確立が達成され、将
来の歯根再生技術確立の実現につながる重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Tooth root resorption is one of side effects of orthodontic treatment. In the 
present study, we have performed the basic research directing development of regenerative medicine of the 
tooth root resorption using a novel biomaterial, phosphorylated pullulan. As a result, we achieved 
elucidation of the effects of phosphorylated pullulan on cell activities, acquirement of cell seeds, and 
establishment of cell manipulation technique. These findings will contribute to establishment of the 
regenerative medicine of the tooth root resorption in the future.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 
	
 歯科矯正治療では、歯の移動に伴って、歯

の根尖部に吸収性形態変化が生じることが

ある。この歯根吸収は矯正力の過度なストレ

スが原因の一つであり、破歯細胞によって歯

根が吸収されて歯根の短縮が起こる。しかし

ながら、現在の歯科医療では、歯根短縮の回

復が不可能とされ、歯科再生医療技術を応用

した歯根再生法の開発が、歯科医療の基盤を

向上させる極めて重要な研究課題であると

考えられる。 
	
 歯の再生へ応用される再生医療技術の一

つとして、細胞の足場となる生体吸収性の担

体を歯の形態に成形して、細胞を播種して再

構築する組織工学的方法が知られている。細

胞工学的方法では、担体の材料の適性が極め

て重要である。多糖誘導体リン酸化プルラン

は、従来品では不可能であった強固な接着性、

生体親和性、生体吸収性を特徴とした、新規

の生体吸収材料であり、このリン酸化プルラ

ンを歯科再生研究に応用することによる組

織工学的手法による歯科再生の推進が期待

される。 
	
 歯根の再生研究として、歯根膜幹細胞の歯

周組織の損傷部への細胞移植によってセメ

ント質と歯根膜の複合組織の再生が報告さ

れた。また、歯根形態の生体親和性材料を用

いて根尖部歯乳頭幹細胞と歯根膜幹細胞を

複合させた方法や、歯根膜シートやゼラチン

による歯根膜細胞移植が報告された。このよ

うに、歯根再生を目指した研究が活発に推進

されているものの、現段階では、セメント質、

象牙質、歯根膜の複合組織の部分的な再生が

示されるに留まっている。 

 
２．研究の目的 

 
	
 本研究では、新たな生体材料であるリン酸

化プルランを担体とした歯根再生技術の開

発を目指した基礎的知見を得るために、リン

酸化プルランが歯根膜細胞に及ぼす生物学

的影響の解明を目的とした。また、ヒトから

採取可能である分化段階後期の歯組織由来

の細胞を用いた歯根再生技術開発を目指し

た基盤研究を行うため、同時期の発生段階に

あると考えられるマウス歯胚の歯乳頭およ

び歯小嚢細胞培養系の確立を目指した。さら

に、歯根再生に必須な細胞操作技術確立のた

め、歯根膜細胞シートの作製を行った。 

 
３．研究の方法 
	
 

（１）	
 マウス歯乳頭および歯小嚢細胞の培	
 

養系の確立	
 

	
 胎生１８日齢 C57BL6J マウスの下顎から歯

胚を摘出し、ディスパーゼを用いて歯乳頭お

よび歯小嚢組織を分離した。得られた歯乳頭

組織をコラゲナーゼ処理することにより歯

乳頭細胞を単離し、培養を行った。同様の方

法で、歯小嚢細胞の培養を行った。	
 

	
 

（２）	
 リン酸化プルランがヒト歯根膜細胞	
 

の増殖および石灰化に及ぼす影響の解析	
 

	
 リン酸化プルランを CaCl2 溶液に溶解した。

0、0.1、および 1%のリン酸化プルラン溶液を

培養プレートに加え、コーティングを行った。

リン酸化プルラン溶液を除去した後、第５継

代のヒト歯根膜細胞を播種した。37℃、5%	
 CO2

下にて５日間培養後、細胞増殖試験を行った。

また、骨芽細胞誘導培地を用いて２８日間培

養後、アリザリンレッド染色を行った。	
 

	
 

（３）	
 歯根膜細胞シートの作製	
 

	
 ヒト歯根膜細胞を温度感受性ディッシュ

上に播種した。３週間培養した後、２０℃で

インキュベートすることにより、細胞をディ

ッシュから剥離し、細胞シートとして回収し

た。また、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）

を、同様に温度感受性ディッシュ上で培養し、



細胞シートを作製した。さらに、これらの細

胞シートを複数枚重ねることにより、重層化

細胞シートを作製した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 

（１）	
 マウス歯乳頭および歯小嚢細胞培養	
 

系の確立	
 

	
 胎生１８日齢 C57BL6J マウスの歯胚から単

離した歯乳頭および歯小嚢細胞の培養系を

確立した（図１、２）。	
 

	
 

（２）	
 リン酸化プルランがヒト歯根膜細胞	
 

の増殖および石灰化に及ぼす影響	
 

	
 0、0.1、および 1%のリン酸化プルランでコ

ートした培養プレート上で、ヒト歯根膜細胞

を５日間培養し、細胞増殖を解析した結果、

リン酸化プルランの濃度依存的に細胞増殖

が促される傾向が示された（図３）。	
 

	
 また、リン酸化プルランコートされた培養

プレート上で、ヒト歯根膜細胞を２８日間培

養し、アリザリン染色を行った。その結果、

リン酸化プルラン濃度依存的に石灰化が亢

進する傾向が示された（図４）。	
 

	
 

（３）	
 歯根膜細胞シートの作製	
 

	
 温度感受性ディッシュを用いて、ヒト歯根

膜細胞シートを作製した（図５）。また、同

様の方法で HUVEC の細胞シートを作製し、こ

れらの細胞シートを複数枚重ねることによ

り、血管内皮細胞を含む重層化歯根膜細胞シ

ートを作製した。	
 

	
 

５．主な発表論文等	
 

 

図１．マウス歯乳頭細胞の位相差顕微鏡像 

 

図２．マウス歯小嚢細胞の位相差顕微鏡

像 
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図３．リン酸化プルランがヒト歯根膜細

胞増殖に及ぼす影響 

0%"""""""""""""""""""""""""""""""""0.1%""""""""""""""""""""""""""""""1%�  
図４．リン酸化プルランがヒト歯根膜細

胞の石灰化に及ぼす影響 

 
図５．歯根膜細胞シートの位相差顕微鏡

像 
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