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【 緒 言 】歯 周 病 は ，歯 周 組 織 の 破 壊 を 招 く 慢 性 炎 症 疾 患 で ，歯 を 失 う 最 大 の 原 因 と さ れ て い る ．歯 周 病 等

で 失 わ れ た 歯 周 組 織 の 再 生 は ， 歯 科 医 療 に と っ て 大 き な 目 標 の 一 つ で あ る ． 近 年 ， 歯 周 組 織 の 再 生 に は ，

新 生 歯 根 膜 組 織 の 存 在 が 重 要 と さ れ て お り ，歯 根 膜 由 来 の 線 維 芽 細 胞 を 増 殖 さ せ ，自 家 移 植 す る こ と で 歯

周 組 織 を 再 生 す る 試 み が 報 告 さ れ て い る ． そ の 報 告 で は ， i n  v i t r o に て 培 養 し た 歯 根 膜 由 来 細 胞 を 使 用

し て 歯 周 組 織 を 再 生 す る こ と は 可 能 で あ る が ，細 胞 分 化 や 移 植 に 関 し て は ，適 切 な 基 質 の 存 在 が 重 要 で あ

る と 示 し て い る ．羊 膜 は 胎 盤 の 最 表 層 を 覆 う 薄 膜 で ，一 定 の 厚 み を 持 っ た 実 質 組 織 か ら 構 成 さ れ る ．分 娩

後 に 通 常 破 棄 さ れ る 組 織 で ，胎 盤 よ り ほ ぼ 無 菌 的 に 採 取 さ れ ，倫 理 的 ，技 術 的 に 容 易 に 入 手 す る こ と が 可

能 で あ る ．羊 膜 は 抗 炎 症 作 用 ・ 感 染 抑 制 作 用 な ど の 特 徴 を 有 し ，古 く か ら 眼 表 面 の 再 建 材 料 な ど ，さ ま ざ

ま な 手 術 療 法 に 用 い ら れ て き た ．ま た 最 近 で は ，細 胞 の 培 養 基 質 と し て の 高 い 有 用 性 ・ 有 効 性 が 注 目 さ れ

て い る 生 体 材 料 で あ る ．  

 そ こ で 本 研 究 は ， 歯 根 膜 由 来 細 胞 の 培 養 基 質 と し て 羊 膜 を 用 い る こ と を 着 想 し ， i n  v i t r o に て 培 養 し

た 歯 根 膜 由 来 細 胞 を 羊 膜 上 で 培 養 し た ， 新 規 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 シ ー ト の 開 発 を 行 っ た ．   

【 材 料 と 方 法 】 実 験 材 料 の 羊 膜 は ， 帝 王 切 開 時 に 胎 盤 よ り 採 取 し ， 洗 浄 後 ， 羊 膜 上 皮 細 胞 を 剥 離 ・ 除 去 し

た も の を 使 用 し た ．歯 根 膜 由 来 細 胞 は ，矯 正 治 療 目 的 に 抜 去 さ れ た 健 全 な 智 歯 の 歯 根 中 央 部 1 / 3 の 歯 根 膜

組 織 を 剥 離 ・ 採 取 し ， 初 代 培 養 後 ， 3〜 4 代 継 代 培 養 し た も の を 使 用 し た ． 継 代 培 養 し た 歯 根 膜 由 来 細 胞

を ， セ ル カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 上 に 静 置 し た 羊 膜 上 に 播 種 し ， 約 2〜 3 週 間 の 培 養 を 行 い 羊 膜 上 培 養 歯 根

膜 由 来 細 胞 シ ー ト を 作 製 し た ．作 製 し た 培 養 細 胞 シ ー ト に 対 し て ，免 疫 組 織 化 学 的 お よ び 電 子 顕 微 鏡 に よ

る 観 察 を 行 い ，羊 膜 上 の 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 が 機 能 的 な 特 性 を 有 し て い る か ，ま た 羊 膜 が 歯 根 膜 由 来 細 胞

の 培 養 基 質 と し て 適 し て い る か に つ い て 検 討 を 行 っ た ．  

 尚 ， 本 研 究 に お け る 歯 根 膜 お よ び 羊 膜 の 利 用 に つ い て は ， 該 当 患 者 に 対 し ， 本 研 究 の 内 容 と 安 全 性 に つ

い て の 説 明 を 行 い ，同 意 を 得 た 上 で 実 施 し た ．ま た ，京 都 府 立 医 科 大 学 医 学 倫 理 審 査 委 員 会 の 許 可（ R - 2 1）

を 受 け た 上 で 行 っ た ．  

【 結 果 】蛍 光 抗 体 法 で の 免 疫 組 織 化 学 的 な 観 察 で は ，羊 膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 シ ー ト に お け る 歯 根 膜 由

来 細 胞 の 細 胞 質 に お い て ,細 胞 増 殖 マ ー カ ー ( K i - 6 7 )  陽 性 反 応 の 局 在 と 間 葉 系 細 胞 マ ー カ ー （ v i m e n t i n）

の 発 現 を 認 め た ．培 養 細 胞 間 に お い て は デ ス モ ゾ ー ム 構 成 タ ン パ ク（ d e s m o p l a k i n），タ イ ト 結 合 構 成 タ ン

パ ク （ Z O - 1） の 発 現 を 認 め ， 培 養 細 胞 の 基 底 部 （ 細 胞 -羊 膜 境 ） に お い て は ， 基 底 膜 構 成 細 胞 接 着 タ ン パ

ク （ l a m i n i n  5 / a l p h a  5  c h a i n）， 基 底 膜 構 成 コ ラ ー ゲ ン （ c o l l a g e nⅣ /Ⅶ ） の 発 現 を 認 め た ． 電 子 顕 微 鏡

（ S E M お よ び T E M） に よ る 羊 膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 の 観 察 で は ， 培 養 2 週 間 後 で 細 胞 増 殖 し ， 培 養 3 週

間 後 で は 約 3〜 5 層 の 重 層 化 を 認 め た ． 重 層 化 し た 細 胞 は 表 層 お よ び 下 層 （ 基 底 層 ） で 平 坦 な 細 胞 形 態 を

呈 し て お り ， 下 層 （ 基 底 層 ） の 細 胞 は 羊 膜 組 織 中 に 進 入 し 結 合 す る よ う な 構 造 が 観 察 さ れ た ． そ し て ， 羊

膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 同 士 は 隣 接 す る 細 胞 間 で 接 着 し ， デ ス モ ゾ ー ム 様 の 結 合 が 観 察 さ れ た ．  

【 考 察 】 組 織 欠 損 部 の 再 生 に 重 要 な 要 素 と し て ， 細 胞 ， 基 質 ， 増 殖 因 子 が 必 要 と 言 わ れ て お り ， 治 癒 の 過

程 で こ れ ら が 同 時 に 存 在 し ，相 互 連 携 す る こ と で 組 織 が 新 生 さ れ る ．歯 周 病 等 に よ り 失 わ れ た 歯 周 組 織 の

再 生 も こ れ と 同 様 で あ り ，近 年 の 報 告 に お い て も ，歯 周 組 織 再 生 に は 新 生 歯 根 膜 組 織 の 存 在 が 重 要 で あ り ，

細 胞 移 植 に は 基 質 の 必 要 性 が 示 さ れ て い る ．こ れ ま で 歯 根 膜 組 織 由 来 の 細 胞 と 様 々 な 基 質 を 用 い て ，歯 根

膜 由 来 細 胞 シ ー ト の 作 製 を 行 う 研 究 が み ら れ る が ，理 想 的 な 基 質 は ま だ 開 発 さ れ て い な い ．そ こ で 本 研 究

で は ，抗 炎 症 作 用 ・ 感 染 抑 制 作 用 等 の 諸 作 用 が あ り ，細 胞 の 培 養 基 質 と し て の 高 い 有 用 性 ・ 有 効 性 が 注 目

さ れ て い る 羊 膜 の 性 質 に 着 想 し ，羊 膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 シ ー ト の 開 発 を 試 み た ．歯 根 膜 由 来 細 胞 の 培

養 基 質 に 羊 膜 を 用 い た 研 究 報 告 は こ れ ま で に 無 い た め ，将 来 的 に 同 培 養 細 胞 シ ー ト を 用 い た 歯 周 組 織 再 生

療 法 の 開 発 を 目 指 す う え で ，羊 膜 上 に お け る 歯 根 膜 由 来 細 胞 の 特 性 の 検 討 を 行 う こ と は ，重 要 で あ る と 考

え た ．  

 結 果 と し て ，羊 膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 シ ー ト は 羊 膜 上 に て 培 養 し た 歯 根 膜 由 来 細 胞 が ，歯 根 膜 組 織 に

近 い 性 質 を 保 持 し ，細 胞 増 殖 し て い る こ と が 確 認 出 来 た ．ま た 歯 根 膜 由 来 細 胞 間 に み ら れ た 強 固 な 接 着 装

置 の 存 在 は ，培 養 細 胞 が 一 枚 の 細 胞 シ ー ト 状 の 構 造 を 維 持 し て い る こ と を 示 し た ．そ し て さ ら に ，羊 膜 上

に て 基 底 膜 を 構 成 し 接 着 し て い た こ と よ り ，羊 膜 が 歯 根 膜 由 来 細 胞 の 分 化 と 増 殖 に 適 当 な 基 質 で あ る こ と

を 証 明 し た ．  

 さ ら な る 検 討 が 必 要 と 思 わ れ る が ，羊 膜 上 培 養 歯 根 膜 由 来 細 胞 シ ー ト は 今 ま で に な い 歯 周 組 織 の 再 生 治

療 に 応 用 可 能 な 新 た な 移 植 材 料 と な る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ． 今 後 ， 同 培 養 細 胞 シ ー ト の i n  v i v o で の 移 植

実 験 な ど 行 い ， 歯 周 組 織 再 生 能 な ど に つ い て さ ら に 検 討 を 加 え て い く 必 要 が あ る と 考 え て い る ．  

 

 

 

 


