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研究成果の概要（和文）：胎生16.5～17.5日齢の ICR系マウス胎仔の下顎臼歯を長期間器官培養を行った。培養
歯胚は培養4週以降歯根形成が観察され、歯根象牙質表面にセメント質形成、歯根膜主線維の形成が認められた
が、歯根周囲には歯槽骨の形成は観察されなかった。
　遺伝子改変マウス（C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウス）の歯胚の皮下移植実験では移植片に形成された歯根のセメ
ント質、歯根膜細胞はGFP免疫染色で陽性を示し、移植歯胚の周辺部に形成される骨組織の骨細胞はGFP陰性であ
った。
　歯胚の器官培養系にBMP、TGF-betaの阻害剤を添加すると、培養歯胚の発育分化は著しく抑制され、歯根形成
は認められなかった。

研究成果の概要（英文）： The long term organ culture system for the tooth germs of mandibular molars
 were carried out at 16.5 or 17.5 day-old embryonic mouse in ICR strain. The cementogenesis on the 
root dentin and the embedding of periodontal principal fibers into the cementum were observed, but 
the formation of alveolar bone adjacent dental root of cultured tooth germ were never recognized. 
The dorsal subcutaneous transplant experiments of tooth germs of C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) transgenic 
mouse were performed, and the both cementocyte and cementoblast in cementum of newly formed dental 
root and periodontal ligament cells in area of periodontium adjacent to dental root were observed 
the positive reaction in immunohistochemistry against the GFP. 
 The addition of inhibitors to BMP and TGF-beta in organ culture system of tooth germ arrest the 
development and differentiation of culture tooth germs and the root formation of culture tooth germ 
were not observed.

研究分野：解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯胚の長期間器官培養実験から歯小嚢はセメント質とセメント質側の歯根膜線維の分化形成に関与しており、
歯周組織の歯槽骨及び歯槽骨側の歯根膜線維の分化形成には顎骨由来の骨膜成分が直接関与している可能性を示
唆した。遺伝子改変マウスの移植実験から歯根に形成されたセメント質と歯根膜細胞の細胞質はGFP免疫染色で
は陽性を示し、歯周組織のうち、セメント質とセメント質と接する領域の歯根膜は移植した、遺伝子改変マウス
の歯胚の歯小嚢細胞から形成されたことを示した。
　本研究は歯根側の歯周組織は歯小嚢由来であり、歯槽骨側の歯周組織は顎骨由来であり、歯小嚢がすべての歯
周組織に分化するのではないことが明らかとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）器官培養での歯根形成 我々が開発してきた歯胚の長期間器官培養系で、今まで移植
系以外では不可能であった歯根形成を in vitro の系でおこなうことができるようになった。 
（２）歯周組織の分化誘導物質の存在 歯根の発育に関与するヘルトビッヒ上皮鞘での上皮
の伸長には誘導因子の発現の関与が明らかとなり、また BMP 4, Notch 2, Dspp, FGF 10 など
の因子が歯周組織の形成に関与していることも明らかとなった。このことは歯周組織の形成時
に、分化誘導に関与する特定の因子が存在することを示唆していた。 
（３）歯周組織形成細胞の分化能  骨組織を含まない歯胚成分のみからなる歯胚の長期間器
官培養系では、形成された歯根周囲には歯槽骨の形成は認められなかったことから、歯周組織
の正常な分化発育には骨組織由来の成分の存在が必要であることを示唆していた。 

 
２．研究の目的 
今日では未分化間葉系細胞から骨、軟骨、筋、脂肪細胞など、数多くの細胞への分化誘導機構
が研究され、特定の分化誘導物質や分化に必須な転写調節因子が明らかにされている。歯周組
織中にも間葉系幹細胞が存在し、この細胞が歯周組織細胞(歯根膜細胞、セメント芽細胞、骨芽
細胞)へと分化することが予想されているが、その分化誘導機構はほとんどわかっていない。本
研究は、器官培養法を用いて、歯胚での歯周組織形成過程を詳細に調べるとともに、歯周組織
への分化誘導の分子機構を明らかにし、歯周組織再生治療の基礎を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 （１）歯胚の長期間器官培養法 
胎生 16.5～17.5 日齢の ICR 系マウス胎仔の下顎臼歯を Trowell 変法を用いてミリポアーフイ
ルター上で培養日数が 70日間にわたる長期間器官培養を続けた。 
  培地には基本培地として BGJ-b 培地を用い、10％牛胎仔血清と 2mM グリシン、2mM グルタミ
ン、0.5 mM アスコルビン酸と、50Unit/ml ペニシリン、0.05mg/ml ストレプトマイシン、
0.025mg/ml ファンギゾンを添加した。培地は２日毎に交換した。 
  （２）形態学的観察 
培養歯胚は培養終了後直ちに、燐酸緩衝液（0.1M,pH7.4）で緩衝した 4 ％パラホルムアルデハ
イド固定液で固定した。その後、培養歯胚の石灰度を調べるため、軟 X線撮影をおこなった。8％
EDTA 脱灰液で脱灰後、パラフィン包埋、テクノビット樹脂包埋、エポン樹脂包埋をおこない、
光学顕微鏡で観察をおこなった。  
 （３）培養系での歯周組織の分化誘導機構の検討 
歯胚の長期間器官培養系の培養液にBMP阻害剤であるLDN193189（500nM）、TGF-beta阻害剤であ
るSB431542(10μM)、進行性骨化性線維異形成症に適用されているRapamycuin（5μg/ml）を添加
して培養をおこなった。培養4週、6週、8週後に培養歯胚を4%パラホルムアルデハイド固定液で
固定し、軟X線撮影をおこない、脱灰後、パラフィン包埋して光学顕微鏡観察をおこなった。 
 （４）歯周組織の形成機構の検討 
歯周組織（セメント質、歯根膜、歯槽骨）に分化する細胞の由来を明確にするため、GFP遺伝子
組み換えマウスの歯胚を用いて移植実験をおこなった。移植実験は胎生16.5から18.5日齢のGFP
遺伝子を組み換えたC57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウスから歯胚を摘出し、通常のC57BL/6マウス背部
皮下に移植した。移植４週後に、移植片を取り出し、4%パラホルムアルデハイド固定液で固定し、
軟X線撮影をおこない、脱灰後、パラフィン包埋し、HE染色した。移植歯胚に形成された歯周組
織（セメント質、歯根膜歯根膜、歯槽骨）の形成細胞の由来を明確にするために、パラフィン切
片にGFPに対する免疫組織化学をおこなった。 

 
４．研究成果 
（１）歯胚の長期間器官培養法の再構築 
鶴見大学歯学部分子生化学講座に研究拠点を移動し、研究を再開したため、以前おこなってい
た歯胚の器官培養法を再稼働するため、実験システムの再構築をおこなった。培養に必要な培
地に添加する血清を選定するための Lot Check をおこない、以前と同様な培養結果を得た。 
（２）培養に用いた摘出歯胚の組織構造 
器官培養に用いた下顎より摘出した歯胚の組織構造を観察するため、可能な限り組織を傷つけ
ないように注意して、固定脱灰した歯胚をテクノビット樹脂に包埋して観察した。胎生 16～17
日齢の ICR 系マウスから摘出した歯胚は歯小嚢の外側の疎生結合組織の部位で分離され、歯胚
が摘出された顎骨の表面には骨芽細胞が残存していた（図１）。胎生 17.5 日齢以降では歯胚を
摘出した後の歯胚が面していた顎骨の骨表面には、骨芽細胞が剥離しており、骨芽細胞が摘出
した歯胚に付着していた（図 2）。胎生 17.5 日齢以降に摘出した歯胚には顎骨由来の骨芽細胞
が混在している可能性が考えられた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）長期間器官培養歯胚の組織構造 
培養歯胚は培養 4週までに歯冠の形成をほぼ完了し、以後歯根の形成が観察された。形成さ
れた歯根は単根の形態を示していた。歯根象牙質表面にはセメント芽細胞様の細胞が存在し、
セメント質基質の形成と歯根膜主線維が認められた。また歯根周囲には歯槽骨の形成は観察さ
れなかった（図 3）。 
顎骨骨膜由来成分を含まない胎生 16日齢のマウス臼歯の長期間器官培養では、形成された歯
根の表面にはセメント質および歯根膜の形成が認められたが、形成された歯根に面した部位に
は歯槽骨の形成が認められなかった。（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）歯周組織の形成機構の検討 
①ICR系マウスとC57BL/6マウスの歯胚の各発育段階の相違を調べた結果、C57BL/6マウスはICR
系マウスの歯胚の発育に比べ、約0.5～１日齢の歯胚の発育が遅延していることを確認した。 
②遺伝子改変マウスC57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウスを用いた歯胚の皮下移植実験 
胎生16.5から18.5日齢の移植実験で、すべての日齢で歯根形成が認められ、セメント質と歯根膜
の形成が確認できた（図5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
③移植歯胚のGFPに対する免疫染色による歯周組織の細胞の由来の検索 
移植歯胚の歯根に形成されたセメント質のセメント細胞、セメント芽細胞、セメント質に隣接
する歯根膜細胞の細胞質はGFP免疫染色では陽性を示す。この観察結果は歯周組織のうち、セメ
ント質とセメント質と接する領域の歯根膜は移植歯胚由来の細胞から形成されたことを示して
いる。また、移植歯胚の歯根に隣接した歯槽骨の形成は観察されないが、移植歯胚の周辺部には
わずかな骨組織が形成されるが、形成された骨組織の骨細胞はGFP陰性で、移植宿主である
C57BL/6マウス由来であることが確認できた（図6）。 
 

Soft X 線写真 

図４長期間器官培養法により、歯根の形成が認められる。

形成された歯根周囲には骨組織の形成は認められない。 

樹脂包埋厚切り切片 

図 3 形成された歯根の表面にセメント質の形成が認められる。 
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図１ 摘出歯胚には骨芽細胞
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図 2 摘出歯胚には歯小嚢に混在した歯槽骨由来の骨芽細胞が含まれる。 
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図５ 皮下移植歯胚にセメント質と歯根膜を持つ歯根形成が認められる。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、胎生18.5日齢のC57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウスから摘出した移植歯胚では、歯根表面に隣
接して歯槽骨様の骨組織の形成が観察された。この骨組織にはGFP陽性な骨細胞が含まれていた。
さらに、移植歯胚の周辺部に形成される骨組織の骨細胞はGFP陰性であった。胎生18.5日齢の
C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウスから摘出した移植歯胚の歯小嚢には歯槽壁から剥がれた細胞が混
在していることから、この混在した骨芽細胞から歯槽骨様骨組織が形成された可能性が示唆され
た（図7）。 

 

（５）培養系での歯周組織の分化誘導機構の検討  

LDN193189添加群では培養歯胚の発育分化は著しく抑制され、培養4週目ではコントロール群に

比べ、歯胚の形態は著しく変形し、エナメル器の分化が阻害され、石灰化おびエナメル質形成も

阻害されていた。（図8）。 

SB431542添加群では、培養歯胚の歯冠形成は進むが、エナメル質形成が認められるが、石灰化 

が著しく阻害されていた。また、エナメル器の分化が阻害され、上皮鞘の形成が生じないため、

歯根形成は認められなかった。（図9）。 

Rapamycuin添加群では、歯胚の外形はやや小型化するが、エナメル質形成や石灰化も影響を受

けず、歯根形成も観察された。また、培養歯胚の周囲には骨組織の形成が観察されなかった。 

（図10）。 

 

図６E16.5の移植歯胚 GFP陽性細胞はセメント細胞セメント芽細胞、歯根膜細胞に認めら
れる（矢印）。一方、移植片周囲の骨細胞、骨芽細胞は GFP陰性であった（矢頭）。 
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図 7 E18.5 の移植歯胚  GFP 陽性細胞はセメント細胞セメント芽細胞、歯根膜細胞、
歯槽骨様骨組織に認められる（矢印）。一方、移植片周囲の骨細胞、骨芽細胞は GFP 陰
性であった（矢頭）。 
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