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目的 

 虫歯や歯周病が原因で歯が喪失すると咀嚼力が低下し、QOL を維持することが困難に

なる。現在の歯科治療では義歯やインプラント等の人口材料で補綴をするしかないが、

自己の細胞で天然の歯を再生させることができれば理想的な治療法になると考えられ

る。しかし歯の再生治療を実現するためにはまだ多くの課題が残されている。骨や皮膚

と異なり歯を再生させるためには上皮と間葉の相互作用が必要であるが、歯の再生治療

を実現するために有効な上皮細胞源は現在見つかっていない。歯再生のための上皮細胞

源としては歯性上皮細胞が最も有用であると考えられるが、歯の萌出後も成体内に存在

している歯性上皮細胞は、マラッセの残存上皮細胞(ERM)のみである。しかし ERM の特

性については現在も不明な点が多く残されている。 

細胞の特性を解析し、再生治療に応用するためには長期培養が有効だが、間葉細胞と

違い上皮細胞の長期培養は困難であり、ERM の長期培養法も完全には確立していなかっ

た。そこでこれまで皮膚や歯胚上皮細胞の長期培養に用いられてきた 3T3-J2 細胞をフ

ィーダー細胞として ERM の培養を試み、長期培養法を確立後、特性の解析を行った。更



に培養した ERM と歯髄細胞と併せてラットに移植し組織形成能を評価した。又、臨床応

用を視野に入れて、3T3-J2 細胞よりも安全なフィーダー細胞の検討を行った。 

 

方法と結果 

１．ERM の存在の確認 

生後 6ヶ月のブタ下顎乳前歯歯根部の組織切片を作製 

し、組織学的及び免疫組織化学的染色を行った。HE 染 

色により ERM の細胞塊が歯根膜内に確認された(図 1A)。 

歯根膜内の ERM は、cytokeratin14 には陽性を示した 

が(図 1B)、vimentin(図 1C)と amelogenin(図 1D) には 

図 1 ブタ乳歯歯根部内の ERM 
陰性だった。         

 

２．長期培養法の確立 

同前歯を抜歯後、歯根膜組織を剥離し消毒した後、分割した組織小片を器官培養にて

培養した。歯根膜組織から上皮様細胞と歯根膜様細胞が増殖した後、ERM のみにするた

めに無血清上皮選択培地に交換し、歯根膜様細胞を排除した。マイトマイシンＣ処理を

した 3T3-J2 細胞上に、プライマリーの ERM を播種、上皮成長因子添加培地にて培養し

た。ERM が 80％コンフルエントになった時点で同様にして継代培養を行った。 

ERM は 3T3-J2 細胞上で増殖し、10 継代まで培養を繰り返すことができた。培養増殖

した ERM は上皮細胞に典型的な多角形の形態を示し、歯胚上皮細胞や口腔粘膜上皮細胞

と類似した形態を示した。コントロールとしてコラーゲンⅠコートディッシュに播種し

た ERM は肥大化しコロニーは大きくならなかった。 

 

３．増殖能の比較 

1,4,10 継代目における ERM の７日目と 14 

日目の増殖能を比較した。コントロールとし 

て 3T3-J2 細胞上に播種した歯胚上皮細胞(EO 

E;4 継代目)と、コラーゲンⅠコートディシュ 

(col-1)に播種した ERM(1 継代目)を用いた。                 

 ERM と EOE の細胞増殖の割合は類似してい     図２ 細胞増殖能の比較  

 

たが、コラーゲンⅠコートディシュに播種      図２ 細胞増殖能の比較 

した ERM の増殖能は有意に低かった(p<0.05)(図 2)。    

                                               

４．遺伝子の解析 

1,4,10 継代目における ERM の遺伝子の発現を解析した。コントロールとして歯根膜

組織（PDLT）、4 継代目の歯根膜細胞(PDL)、歯胚上皮細胞(EOE)と口腔粘膜上皮細胞(OE)



を用いた。 

10 継代まで培養しても ERM は上皮細胞のマーカーである cytokeratin2 と

desmoglein1 を発現していたが、間葉のマーカーである periostin と ALP の発現はなか

った。一方 PDL と PDLT は periostin と ALP の発現がみられた（図 3A）。ERM と EOE

は ameloblastin と tuftelin の発現が見られた点は同じだったが、MMP20

と KLK4 は EOE のみで発現が見られた。amelogenin と enamelin は全ての

細胞で発現が見られなかった。OE は上皮細胞のマーカーの発現は見られ

たもののエナメルタンパク関連遺伝子の発現は見られなかった。 

 

 

 

５．エナメル質形成能の評価 

in  vitro では、4 継代目の ERM を 2 継代目の歯乳頭細胞と共培養し蛍光免疫染色に

て amelogenin の発現を確認した。コントロールとして ERM を 3T3-J2 細胞上に播種した

ものを用いた。 in vivo においては、４継代目の ERM とフレッシュ乳頭細胞を担体に

播種し、ラットの大網中に移植した。コントロールとして OE と歯乳頭細胞を担体に播

種したものを用いた。移植後 2、4、8週にて取り出し、切片を作製後、組織学的および

免疫組織化学的に解析した。 

ERM を 3T3-J2 細胞上で培養した時には ERM(e)が観察された（図 4A,D）。

この時 ERM は CK14 の発現は見られたが(図 4B)amelogenin と vimentin の

発現は見られなかった(図 4C,E)。ERM を歯髄細胞と共培養をした時には上

皮細胞(e)と歯髄細胞(p)が観察され(図 4F,I)、ERM は CK14 と amelogenin

両方の発現が見られた（図 4G,H）。歯髄細胞のみ vimentin の発現が見ら

れた(図 4J)。 
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図３ RT-PCR 解析 



図４ 共培養実験の蛍光免疫染色 

 

 移植実験では、移植2週で上皮細胞塊が（図5A;矢印）、4週で歯胚様組織が観察された(図

5B)。CK14とamelogeninの発現は、エナメル芽細胞様細胞(a)と星状網細胞様細胞(s)の部分

で観察された(図5D)。 DSPの発現は、象牙芽細胞様細胞(o)で観察された(図5E)。5Bの強拡

大写真では、象牙芽細胞様細胞(o)、象牙質様組織(d)、エナメル芽細胞様細胞(a)、星状網

細胞様細胞(s)が観察され(図5F)、5Dの強拡大写真ではamelogeninに陽性の細胞は象牙質様

組織に隣接して観察された(図5G)。コントロールの移植物においては骨様構造物（矢印）

は観察されたが歯胚様構造は観察されなかった(図5H)。移植8週では、象牙質様組織(d)の

表面にエナメル質様組織(e)の形成が観察された(図6A)。6Aの強拡大写真ではエナメル芽細

胞様細胞(a)が、エナメル様組織(e)に垂直に並んでいた(図6B)。amelogeninの発現はエナ

メル質様組織(e)、エナメル芽細胞様細胞(a)、星状網細胞様細胞(s)で確認された(図6C)。

又、コントロールではamelogeninの発現は観察されなかった(図6D)。 

 

 

  図５ 移植 2週、4週後の移植物            図６ 移植８週後の移植物 

 

５．新しいフィーダー細胞の検討 

 3T3-J2 細胞より安全で入手が容易なフィーダー細胞を探索するため、ERM と同種のブ

タ口腔関連間葉細胞（歯根膜線維芽細胞、歯髄細胞、歯肉線維芽細胞）をフィーダー細

胞に用いて ERM の培養を検討した。フィーダー細胞上で継代培養した ERM を観察し、遺

伝子発現を調べた。又、3T3-J2 細胞上で培養した ERM と増殖能を比較した。 



 新たな3種類のフィーダー細胞上で培養したERMは培養14日目には3T3-J2細胞上(図

7D；矢印：ERM のコロニー)よりも大きなコロニーを形成し(図 7A-C)、細胞増殖能も有

意に高かった(P<0.05)。遺伝子発現は 3T3-J2 細胞上で培養した時と類似しており、未

分化性を維持しながら継代培養ができることが示唆された。 
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図７ フィーダー細胞上で培養した ERM 

 

結論 

本研究では ERM はフィーダー細胞を用いた長期培養が可能であることが

示され、エナメル芽細胞様細胞への分化能を有し amelogenin を産生する

ことが示唆された。更に、歯性間葉細胞と接触させることによりエナメル

質様組織を形成することが示唆された。そして、エナメル芽細胞はエナメ

ル質を形成した後消滅してしまう一方、ERM は成体内に存在し続けること

からエナメル質再生の新たな細胞源となりうる可能性が示唆された。 

又、発癌性の可能性が危惧されている 3T3-J2 細胞の代わりに同種の口

腔関連間葉細胞をフィーダー細胞として用いても ERM は表現型を維持し

たまま継代培養ができることが明らかにされた。従って、より安全な自己

の細胞だけで ERM は十分培養可能であることが示された。 
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