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研究成果の概要（和文）： ヒト歯根膜由来の幹細胞を含む細胞を単離し、ex vivoでセメント質形成を誘導した。多く
は無細胞セメント質様であったが、有細胞セメント質様の組織も形成された。この細胞は、セメント質マーカーのCEMP
1の発現が高かった。
　また矯正歯科治療中の発痛は、矯正力が歯根膜領域で受容されることが主な原因である。歯根膜への電気刺激により
ラットに発痛を惹起すると、刺激強度等を認知する大脳皮質一次体性感覚野（S1）と感覚の質的評価に関わる二次体性
感覚野（S2）・島皮質口腔領域（IOR）に応答が観察された。歯根膜領域の痛覚は、S1とS2/IORに域間で情報の効率化
や統合化が行われている可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSC) were isolated from human DF or PDL either by 
outgrowth method or enzyme digestion (totally four different cell populations were obtained). Cell 
surface markers of MSC, gene expression, and multilineage differentiation capacity were examined. To 
examine cementogenesis in vivo, MSC with hydroxyapatite were transplanted into SCID mice and the tissue 
formation was analyzed histologically using specific marker for cementum. Four different cell population 
showed comparable level of MSC markers (CD29, CD44 and CD90). All four populations showed multipotent 
differentiation toward adipogenic and osteogenic lineage. Among four, MSC isolated from the PDL showed a 
higher expression of the cementum marker. Especially, MSC from PDL, isolated by outgrowth method, 
exhibited the largest amount of cementogenesis in the implanted explants.

研究分野： 歯科矯正学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 再生医療研究の実用化は、臓器医療はもち
ろんのこと、今後の歯科医療の動向にもきわ
めて大きな影響を与える。既に歯の再生にお
いては、器官の原基をマウス腎皮膜内で発生
させ、機能的な歯の構造体を作り出す「再生
歯ユニット」が報告されている 
 矯正治療や歯の移植・再植ではしばしば歯
根吸収を伴うことがある。このような歯根吸
収では、歯科治療そのものが生体に対して為
害作用として働くことになり、治療の安全性
を担保し、安心して国民に治療を受けていた
だく上で、早急に対策が必要な重要課題であ
る。 
 吸収された歯根の再生を目指した場合に
は、前述した器官原基を出発点とした歯全体
の「再生歯ユニット」ではなく、歯冠を利用
して歯根膜や歯槽骨といった歯周組織と共
に歯根を再生させることが必要となる。すな
わち、「再生歯ユニット」でなく「歯根-歯周
組織ユニット」の形成が到達目標となる。こ
のように歯を、「歯冠」と「歯根」というパ
ーツに分けて組織再生を考えていくことが、
今後の臨床応用を実現させる上で重要な方
策と考える。 
 
  
２．研究の目的 
（1）研究 1 
 研究当初の背景の中で、現実的な歯根再生
には、効率的にセメント質再生を行える in 
vitro、in vivo の条件を第一段階と考えた。そ
こで、ヒトセメント質形成を誘導できる実験
系を構築することを目的とした。 
  
（2）研究 2 
 矯正歯科治療中の発痛は、矯正力が歯根膜
領域で受容されることが主な原因と考えら
れる。ラットの歯根膜に電気刺激を行うと、
刺激強度等を認知する大脳皮質一次体性感
覚野（S1）と感覚の質的評価に関わる二次体
性感覚野（S2）および島皮質口腔領域（IOR）
に応答が観察されることが知られている。本
研究では、ほぼ同潜時で現れる S1 と S2/IOR
応答の関連性・生理学的意義を解明すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）研究 1 
歯の周囲組織を用いた細胞分離法には、酵

素処理による方法 (酵素法: EZ) と、採取組織
を静置培養する方法 (outgrowth 法 : OG) が
しばしば用いられる。本研究は、ヒト抜去歯
の歯小嚢と歯根膜から上記２種類の分離法
により得られた細胞の幹細胞特性を、in vitro
と in vivo で細胞生物学的に解析した。 

ヒト抜去歯から EZ と OG により歯小嚢お
よび歯根膜細胞を分離し、EZ 群は OG 群より
幹細胞の数が多く pericyte 様の表現型を有す
ることを報告した。そこで移植実験を行い、
各細胞の硬組織形成能を評価した。 
健常な 15～29 歳男女の智歯の完成歯と未

完成歯から各々歯根膜と歯小嚢を採取した。
EZ と OG により歯小嚢 (DF) および歯根膜
細胞(PDL)を分離し、各々DF-EZ 群、DF-OG
群、PDL-EZ 群、PDL-OG 群とした。EZ では
collagenase/dispase 溶液による酵素処理後
10-cm dish に 1×10 個を播種し、OG では各組
織 片 を 静 置 培 養 し た 。 15%FBS 含 有
DMEM/F12 培地で培養し、継代数 3～4 で実
験に供した。in vitro の遺伝子発現解析は、セ
メント質関連遺伝子について real-time PCR
により定量評価した。in vivo 解析では、各細
胞 1×10 個/ハイドロキシアパタイト (HA)  
40mg＋コラーゲンゲルを SCID マウス背部皮
下に移植した。16 週後に摘出し、組織学的評
価を行った。 

 
（2）研究 2 
ウレタン麻酔下の SD ラットの下顎切歯部、

S1、S2/IOR を電気刺激し、膜電位感受性色素
を用いて露出させた大脳皮質の神経応答を
光学計測した。加えて、S1-S2/IOR 間の皮質
領域にナトリウムチャネル阻害薬であるテ
トロドトキシン（TTX）を注入後、S1 または
S2/IOR に刺激を行い、刺激応答への皮質間連
絡の影響についても検討した。さらに、逆行
性トレーサーFluorogold を S1 内に注入し、組
織化学染色を行った。 

 
 
４．研究成果 
（1）研究 1 
 遺伝子発現解析の結果、PDL 群は DF 群と
比較して CEMP1 の発現が高かった。移植実
験の結果、全群で HA 周囲に無細胞セメント
質様硬組織の形成を認めたが、特に PDL-OG
群では有細胞セメント質様硬組織も観察さ
れた。免疫染色では、ヒト特異的 vimentin 抗
体に陽性反応を示し、骨/セメント質マトリッ
クス抗体にも陽性反応を示した。 
以上より、PDL-OG 群はセメント質形成能

が高いことが示唆された。 
 

（2）研究 2 
下顎切歯部への電気刺激により、S1 と

S2/IOR 領域に初期応答が得られた。S1 内初
期応答部位を刺激すると S2/IOR に、S2/IOR
内を刺激すると S1 に応答が認められた。さ
らに TTX 注入後に両領域の一方を刺激する
と、刺激していない領域での応答のみが有意
に減少した。また、S1 内に注入した逆行性蛍
光トレーサーが組織化学的に S2/IOR 領域で
も検出された。以上の結果から、S1 から
S2/IOR への伝達だけでなく、S2/IOR から S1
へも情報伝達が行われていることが示唆さ



れる。 
以上より、歯根膜領域からの痛覚は、S1 と

S2/IOR に直列的または並列的に伝わるだけ
でなく、これらの両領域間で情報の効率化や
統合化が行われている可能性が考えられる。 
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