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本書の内容の一部は、下記学会において発表した。 

 

平成 22 年度 第 119 回日本補綴歯科学会 2010 年 6 月 (東京) 

｢炭酸ガスレーザー照射による培養歯胚細胞の増殖・分化能 

および硬組織形成能への影響｣ 

Effect of CO2 Laser Irradiation on Growth, Differentiation and Hard Tissue Formation 

of Tooth Bud Cells 

○中村 直寿，篠原 義憲，永留 初實，寺田 善博 
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緒言 

 

歯の欠損に対する根本的治療は喪失してしまった歯を再生することである。

しかし、歯の器官としての再生を医療に応用するためには、萌出機序の解明、

大きさ・形態の制御、再生期間の短縮などの課題が残されており、完全に達成

されていない。従って、現時点では欠損補綴治療として天然歯を支台としたブ

リッジや天然歯に維持を求めるパーシャルデンチャー、さらにはインプラント

補綴が行われている。一方、外傷や先天的・後天的な歯の実質欠損は、金属、

陶材、レジンといった人工材料でできた修復物により修復・置換されている。

しかし、これらの人工材料には、天然歯の組織に比較し、生体親和性・審美性・

機能性といった点において様々な課題が残されているのも事実である。 

本研究において、再生医療を歯科補綴臨床へ応用する一歩として、細胞組織

工学的手法を用いた歯の構成組織、特にエナメル質の再生と歯科補綴装置への

応用を目的として研究を行った。 
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1-1 序論 

 

1）歯の発生と再生 

歯は上皮―間葉相互作用によって器官形成され、上皮細胞からエナメル芽細

胞、間葉細胞から象牙芽細胞が分化する（文献 1-4）。これらの分化した細胞は

エナメル質基質あるいは象牙質基質を産生する。 

エナメル質の発生は、以下の 3つの過程によって起こる（文献 5-7）。 

① 前分泌期 

② 分泌期：エナメル芽細胞の細胞分化 

③ 成熟期：エナメル質基質の形成と成熟・基質石灰化 

また象牙質の発生は、エナメル芽細胞の分化とほぼ同時期に上皮―間葉界面に

局在する間葉由来の歯乳頭細胞が象牙芽細胞へと徐々に分化を始める（文献

8-11）。近年、in vitroおよび in vivoの研究において歯髄細胞が象牙芽細胞への分

化能や石灰化基質の産生能を有するという報告がある（文献 8）。 

 

2）機械的刺激の歯の再生への応用 

歯をう蝕や歯周病で喪失した後の治療法は、人工材料で作製された架工義歯、

床義歯やインプラントといった補綴装置で欠損部を置換する方法が一般的であ
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る。近年、組織から採取した細胞から天然歯を再生させる生物学的手法による

試みがなされている。これは即ち、歯の欠損治療の最終的な目標が、「歯の再生」

であるということであると思われる（文献 9、10）。 

1980年代後期、ハーバード大学の Vacantiらは生体吸収性材料で作製された担

体に生体細胞を播種することで、移植に用いる組織を作るという組織工学（テ

ィッシュエンジニアリング）の概念を提唱した（文献 11, 12）。生体組織の三次

元的空間は、細胞間の相互作用を維持しながら構成している。これらの細胞は

自己の位置とその機能を保ちながら、組織の機能と維持を担っている。そこで

Vacanti らは組織から単離した細胞を生体内の細胞と同じ、三次元的環境が得ら

れる足場を生体材料から作製し、細胞から組織を再生させることに成功した。 

一方、Young や Honda らは組織工学的手法を用いた歯の再生研究について報

告している（文献 13, 14）。この実験は、ブタ下顎骨に埋伏している第三大臼歯

歯胚を、小片に細切し酵素処理にて、歯胚上皮細胞群と歯胚間葉細胞群を単離

する。この歯胚の発生段階は歯冠形成期の前期である。次に、これらの細胞群

を生体分解性吸収性ポリマーでできたメッシュ状の担体に播種して、免疫不全

ラットの腹部大網に移植する。大網は腸を取り巻く血管に富んだ脂肪性組織で

あり、組織の再生に必須である酸素や栄養を十分に供給することが可能である。

担体は移植初期には細胞の足場として働き、最終的に細胞から分泌された細胞
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外マトリックス（基質）により担体は吸収され置換される。 

移植後 20～30 週において体中に再生した組織の中に小さな歯牙様組織を認

めた。この歯牙様組織はエナメル質、象牙質、歯髄などの天然歯を構成する組

織から構成されていた。さらに歯根発生初期に観察されるヘルトビッヒ上皮鞘

も一部に観察された。 

また人工的な担体を用いず、細胞と組織を組み合わせて歯を再生したという

報告がある。（文献 15、16）これは歯胚由来間葉細胞や他の間葉系幹細胞を歯胚

由来上皮組織と組み合わせることで歯を再生させる技術である。さらに Hu ら

は帽状期の歯胚組織から単離した細胞を歯胚由来間葉組織と組み合わせること

で in vitro において歯の組織再生を観察したと報告した（文献 17）。 

しかしながら、これらの組織化技術では、再生した歯の組織の大きさが約2 mm

と小さい。さらに象牙質では 20 週以上、エナメル質では 25 週以上の再生期

間を要することが分かっている（文献 13、14）。 

歯を再生させ、その臨床応用を考えたときに再生した組織のサイズや再生期

間を制御するために、歯胚由来の上皮細胞および間葉細胞の相互作用を促進す

るのに必要な因子を探ることは必須であると考えられる。 

機械的刺激が細胞の増殖や分化に様々な影響を及ぼすということがよく知ら

れている（文献 18、19）。例えば、この機械的刺激が骨芽細胞や軟骨細胞の分化
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を促進するという報告がある（文献 19、20）。 

特に流体による剪断応力刺激は骨基質蛋白質の分泌を促進する（文献 20、21）。

流体による剪断刺激を受けた骨芽細胞は c-fos やシクロオキシゲナーゼ-2

（COX-2）などの遺伝子発現を増強する（文献 22）。そこで我々は歯の再生過程

において、適切な剪断刺激が歯原性細胞の分化を促進するのに必要であろうと

考えた。 

エナメル質形成の過程はエナメル蛋白質を含む細胞外基質中で起こる（文献

23）。エナメル基質の主な構成成分は、アメロジェニン、アメロブラスチン（ア

メリン、シースリンとも呼称される）およびエナメリンである（文献 24）。 

アメロジェニンはエナメル基質中で約 90 ％含まれる最も豊富なエナメル蛋

白質であり、cDNAクローニングやアミノ酸配列解析で最初に特定された（文献

25、26）。この蛋白質はエナメル芽細胞により産生される（文献 5、27）。 

一方、象牙芽細胞や歯髄細胞は特有の象牙質細胞外基質を産生するために、

数種類のコラーゲン性蛋白質やオステオカルシン（OCN）、オステオポンチン

（OPN）、骨シアロ蛋白質（BSP）といった非コラーゲン性蛋白質（NCPs）を合

成・分泌する。Ｉ型コラーゲンは象牙質に存在する主な蛋白で、約 90 ％が有機

質から成る。 

シアロ酸を豊富に含む蛋白質は、石灰化過程に関係している。オステオカル
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シンは骨、象牙質、セメント質に局在することが知られている。またこれらの

硬組織を形成する細胞に特有で他の組織や細胞に認められない（文献 28、29）。

オステオポンチンは上述の部位にだけでなく（文献 29、30）、腎臓やマクロファ

ージや活性化Ｔ細胞というような一般的な組織や細胞に広く局在する（文献

31-33）。骨シアロ蛋白質は骨、象牙質、セメント質および軟骨を含むいくつかの

組織に認められる（文献 34、35）。 

OCN、OPN、BSP は、象牙質に類似した骨にも同様な局在を示すので、理想

的な間葉のマーカーとして用いられる。また象牙質シアロ蛋白（DSP）は象牙質、

象牙芽細胞、そして一時的ではあるが前エナメル芽細胞にも発現している（文

献 36-38）。主な非コラーゲン蛋白である DSP や象牙質リン酸蛋白（DPP）は、

それぞれ象牙質シアロリン酸蛋白（DSPP）の N末端および C末端の蛋白分解酵

素によりできた産物である（文献 39）。 

ショウジョウバエの runtファミリーに属する転写因子である（文献 40）Runx2

は、骨芽細胞の分化、骨形成、歯の発生に必須であると言われている（文献 41、

42）。Runx2欠損マウスでは骨格筋が欠損し、発生中の歯胚は帽状期初期で発生

を停止する（文献 43）。さらに Runx2は象牙芽細胞の分化においてマウス DSPP

のプロモーターを制御する役割を持ち（文献 44）、アメロブラスチン遺伝子の転

写に関わっている（文献 45）。 
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アルカリフォスファターゼ（ALP）遺伝子は齧歯類において 4 種類がコード

されている（文献 46）。胎盤や胚、小腸のアイソザイムが多くの組織に発現して

いる（文献 47、48）。これらの中で、組織非特異的アルカリフォスファターゼ

（TNAP）は硬組織形成に関与している。TNAP転写物は、主に歯胚上皮の前分

泌型エナメル芽細胞や中間層細胞、歯乳頭の前象牙芽細胞に局在していること

が観察されている（文献 49、50）。さらに高濃度の ALP が歯髄細胞に認められ

ている（文献 51）。 
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1-2 目的 

 

第 1 章における研究の目的は、歯原性細胞の分化や歯原性組織の組織形成に

対する機械的刺激の影響を検証することである。まず、流体による応力が培養

した歯胚細胞に与える影響について、細胞増殖やアルカリホスファターゼ（ALP）

活性を測定することにより、機械的刺激が歯原性細胞の細胞増殖や分化を促進

するかどうかを調べた。さらに組織工学による歯の再生を促進するかどうかを

検証した。 
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1-3 材料と方法 

 

①  細胞の採取と細胞―担体複合体試料の作製 

 埋伏した第三大臼歯歯胚を生後 6 ヶ月の新鮮なブタ下顎骨から取り出した。

歯胚の発達時期は歯冠形成期初期である。歯胚上皮由来のエナメル芽細胞と歯

乳頭由来の象牙芽細胞はすでに分化しており、石灰化基質を産生している。少

量の石灰化した組織を除去した後、歯胚上皮、歯乳頭および歯小嚢を含む歯の

組織を 2-3 mm3 の小片に細切し、ディスパーゼ（Roche 社製、ドイツ）および

コラゲナーゼ（和光純薬社製）により酵素的に分解した。一本のブタの歯から、

平均的に約 1.0×107 個の細胞が採取できた。単離した異種の細胞群を、Ｉ型コ

ラーゲン溶液（1.0 mg/mL Ｉ型コラーゲン（10 mM HCL溶液））（Bioscience 社

製、USA）にてコートしたポリグリコール酸（PGA）線維で作製されたメッシ

ュ（Albany International Research 社製、USA）に播種した。この球形の担体は、

直径 8.0 mmの大きさを持つ。細胞播種前の担体の乾燥重量は平均 0.18 gであっ

た。全ての動物実験は九州大学動物実験規則に則って行った。 

 

② 機械的刺激 

 これまでに、3 種類の機械的刺激が細胞分化に与える影響について検証した
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研究報告がある。一方向性の伸展刺激、超音波刺激および二方向性の流体によ

る剪断刺激を与え、歯髄細胞の分化マーカーである ALP活性を検証している（文

献 57、58）。これらの機械的刺激の中で、剪断刺激のみが歯髄細胞の ALP 活性

を上昇させたという結果が得られている。この研究結果から、剪断刺激が細胞

の ALP活性に最も明らかに影響を与えると考えられた。 

 担体に 5.0×105 個の細胞を播種した後、インキュベーター内（37 °C、5 % CO2、

湿度 100%）で細胞―担体複合体を 2 時間静置した。さらに、この複合体を 10 %

牛血清（FBS）含有Dulbecco 改変イーグル培地（DMEM）（GIBCO 社製、USA）

とともに 15 mLの遠心管に入れた。この試料にBioshaker（TAITEC 社製）を用い

て、遠心管内で振動刺激 120 rpmを 37 °Cにて、12 時間与えた後、ALP活性を測

定した。試料に与えた機械的負荷は 1.6 × 10−4 Nに相当する。 

 

③ 細胞増殖測定 

細胞増殖に対する剪断刺激の影響をWST-8 細胞増殖測定キット（和光純薬社

製）のプロトコールに従って調べた。細胞―PGA担体複合体試料を 10 % FBS含

有DMEM 培地とともに、48穴のマイクロプレートに入れた。さらに担体に接着

しなかった細胞を除去し、試料を 37 °C、 5 % CO2 にて 2 時間静置した。15 mL

の遠心管に試料を移し 12 時間の振動刺激を与えた。その後 48 穴のマイクロプ
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レートに再度戻し、10 % FBS含有DMEM培地を添加し、37 °C、 5 % CO2 にて 7

日間培養した。培養 1、5、7日後に吸光度 450 nmにてマイクロプレートリーダ

ー（SmartSpeck™ 3000、Bio-Rad社製）を用いて細胞増殖測定を行った（N=5）。

振動刺激を与えず 12時間静置した試料をコントロール群とした。 

 

④  アルカリフォスファターゼ（ALP）活性測定 

細胞分化に対する剪断刺激の影響を評価するためにALP活性を測定した。上述

のように細胞―担体複合体に 12 時間の振動刺激を与えた後、細胞増殖測定と同

様に 37 °C、 5 % CO2 にて 7日間培養した。培養 1、5、7日後に、プロトコー

ルに従って、FAST p-Nitrophenyl Phosphate タブレットセット（シグマ社製、USA)

を用いた発色反応によりALP活性を測定した（N=5）。吸光度 415 nmにてマイク

ロプレートリーダー（SmartSpeck™ 3000、Bio-Rad社製）を用いて測定した。 

 

⑤ 細胞―担体複合体の移植 

4から 5週齢の雄の免疫不全ラット（F344/N Jcl-rnu、日本クレア社）を移植実

験に供した。ラットはペントバルビタールナトリウムを 15 mg/kgで腹腔内に注

入し、機械的刺激を与えた細胞―担体複合体試料を腹部大網に移植した（図 1）。     

 - 17 -



            

図 1 細胞―担体複合体試料を腹部大網に移植 

⑥ 形態学的解析 

移植 15週後、ラット腹部より再生した組織を採り出し、4 % パラホルムアル

デヒド-リン酸緩衝液にて 4 ℃にて一晩固定した。実験群およびコントロール群

の固定した組織および細胞播種前の担体の大きさを比較計測した。 

 

⑦ 統計学的解析 

本研究のすべての実験において、p<0.05 にて Student’s t検定により解析した。 
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1-4 結果 

 

① 細胞増殖および ALP活性に対する機械的刺激の影響 

 機械的刺激を与えた実験群と与えていないコントロール群の細胞増殖を比較

した（図 2－A）。両群とも培養 1 から 7 日目にかけて総細胞数は増加した。培

養 7 日目において、コントロール群の細胞増殖は実験群に比較して高い値を示

した（p<0.05）。 

 ALP活性は、7日目では実験群がコントロール群に比べ有意に高かった。また

実験群はコントロール群の約 3倍高かった（図 2－B）。 
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図 2 機械的刺激を与えた培養歯胚細胞の細胞増殖（A）と ALP 活性（B） 
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② 機械的刺激の in vivo における再生した組織に対する影響 

移植 15 週後、実験群とコントロール群の両群ともに硬組織の形成を認めた。

実験群の再生組織では、移植前の PGA 担体とほぼ同じ大きさを維持していたが、

コントロール群では減少していた（図 3）。また実験群の再生組織の直径は、コ

ントロール群に比較して有意に大きかった（p<0.05）（図 4）。 

これらの結果より、機械的刺激を与えた細胞により組織再生の速度は促進さ

れたということが示唆された。 

 

 

 

 

 

  

図 3 機械的刺激による歯の組織形成の肉眼所見 
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図 4 機械的刺激による歯の組織形成の形態学的解析 
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1-5考察 

 

 細胞―担体複合体から再生させた歯は、まだ完全な歯の形態を有していない。

象牙質やエナメル質の発達期間は象牙質では少なくとも 20週間、エナメル質で

は 25 週間を要する（文献 13、14）。歯の再生には長期間かかるため、その期間

を短縮させる新たな技術が必須であると考えられる。骨代謝に対する機械的刺

激の効果はよく知られている（文献 52）。特に流体によって引き起こされる機械

的刺激は、骨芽細胞の構造および機能に影響を与える（文献 20－22）。故に、本

研究では歯の組織再生に対する機械的刺激の影響を検証した。実験群の再生組

織では、移植前の PGA 担体とほぼ同じ大きさを維持していたが、コントロール

群では減少していた。これらの結果から、機械的刺激が in vivo における歯の再

生を早めたことが示唆された。 

一方、歯の再生における三次元的な組織形成や石灰化の促進は基質中の高分

子により制御されていると考えられている。いかに早期に組織工学的手法で歯

を再生させるかを検証した。in vitro における研究結果から、機械的刺激を与え

ると ALP 活性が増強し、細胞増殖には影響しないということが分かった。ALP

活性は歯髄細胞の分化マーカーであるが、歯胚上皮のマーカーではないことが

よく知られている（文献 53、54）。即ち、機械的刺激は歯乳頭細胞の分化を促進
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することが示唆された。しかしながら、ALP 活性の増強の正確なメカニズムは

不明である。なぜなら、象牙質やエナメル質の石灰化における詳細な役割は未

だ議論が続いているからである。 
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               1-6小括 

 

機械的刺激を与えると、in vitro において、ALP活性が増強し、細胞増殖には

影響しないということが分かった。ALP 活性は間葉由来の歯髄細胞の分化マー

カーである。即ち、機械的刺激は歯胚間葉である歯乳頭細胞の分化を促進する

ことが示唆された。 

 また、in vivo における研究結果から、機械的刺激を与えた細胞から再生した

組織が生体内において 15 週間で形成され、その組織はコントロール群に比較し

て大きかった。機械的刺激が培養歯胚細胞の分化を促進し、in vivo において歯

の組織再生速度を早めることが示唆された。 
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第２章 炭酸ガスレーザーの歯の 
再生への応用 
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2-1 序論 

 

１）レーザーについて 

LASER（レーザー）とは、Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation

の頭字語（アクロニム）であり、訳すると“放射の誘導放出による光の増幅”

という意味になる。つまり、光を電気信号のように増幅して強化したものであ

るが、強化すると共に、非常に良質の光として増幅したものである。 

1960 年代初頭に歯科用レーザーの研究がはじまり、そして、炭酸ガスレーザ

ーや Nd:YAGレーザーは 1960年代末に開発され、1970年代および 1980年代に

研究の対象とされるようになった（文献 55）。 

① 波長と周波数 

全ての歯科用レーザーは非電離領域である波長 380～10,600nm（図 5）の可視

または不可視の赤外線領域に属している。それ以下の紫外線などの電離領域に

属するレーザーは、波長が短く周波数が大きいので細胞の深部に到達する特性

を持つ。さまざまなレーザーの最も大きな違いはこの波長である（文献 56）。 
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図 5 歯科用レーザーの波長分布歯科用レーザー徹底ガイド：梅本寛著 

より引用 

 

② レーザーの性質 

レーザーの性質として、単色性（Monochromaticity）、指向性（Collimation）、

干渉性（Coherence）、効率性（Efficiency）の 4つがあげられる。単色性とは、純

粋な一つの色（波長・周波数）のことであり、歯科では可視、不可視光のどち
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らも使用される。指向性とは、光の進行が直線的で広がらずに進む性質により、

発振器から一定のサイズと形状のレーザー光が発振されることである。干渉性

とは、活性化媒体で発生した波長は同じであり、つまり、同一波形であるとい

うことである。効率性とは、標的となる組織にのみ選択的に熱エネルギーを反

応させることができる性質である。 

 

③ レーザー機器の仕組み 

レーザー発振を起こさせるためにエネルギーを増幅させる活性化媒体は光共

振器の中央にあり、一般にレーザーの名称は活性化媒体の材料（気体、液体、

固体）にちなんで命名される。 

固体レーザーである Nd:YAG レーザーは、イットリウムとアルミニウムの複

合酸化物からなるガーネット構造のガラス結晶に、発振波長に関与するネオジ

ウムを微量に添加させた活性化媒体を使用している。炭酸ガスレーザーやアル

ゴンガスレーザーなどの気体レーザーでは、通常ガラスや金属で作られた放電

管の中にガス状の活性化媒体を真空封入したものをいう。その他としては、半

導体（ガリウム、アルミニウム、インジウム、砒素などの複合層の金属で構成

されたレーザーがある。 

外部エネルギー源（主にフラッシュランプ）から注入された光の粒子は活性

 - 29 -



化媒体に衝突し誘導放出される。誘導放出されたエネルギー源は両端の鏡に反

射、衝突を繰り返し増幅、その一部が部分反射鏡の穴を通してレーザーとして

発振される（図 6）。 

   
 
図６ レーザー機器の仕組み：歯科用レーザー徹底ガイド 梅本寛著 

より引用 

 

④ レーザーの発振方式 

1）連続波（Continuous Wave） 

1 つの出力レベルのみでレーザー光が発振される。ダイオードレーザーや炭酸

ガスレーザーの基本発振方式で、つねに一定した出力のため最高出力と平均出

力は同一である。 

 

2）断続波（Gated Pulse/Chopped pulse） 

連続波の一種で、レーザー光が点滅灯のように定期的に交替する。波形は基

本的に短形波である。これは、連続波を発振するレーザーの経路にあるシャッ
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ターを機械的に開閉したり、活性化媒体への励起を電気的に制御することによ

り、コントロールされる。連続波・断続波発振のどちらで使用しても出力パワ

ーと最高出力はおなじである。断続波を使用することで、熱緩和時間（組織表

面にレーザーが照射していない時間）を得ることができ、照射組織を冷却する

ことができる。 

 

⑤ 温度による組織への影響 

レーザーは出力が上がるにつれ、組織の変性や壊死につながる（表 1）。 

そのため、治療目的に応じた出力設定が必要となる。 

    
 
表 1 温度による組織への影響：歯科用レーザー徹底ガイド 梅本寛著 

より引用変改 

 

⑥ レーザーの組織透過性 
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種々のレーザーにおける組織透過深度の違いを示す（図 7）。エルビウム系ヤ

グレーザーや炭酸ガスレーザーは、吸収深度が浅いため主として表面で作用 

する。 

     

図 7 各種レーザーの組織透過深度歯科用レーザー徹底ガイド 梅本寛著 
より引用 

 

2）歯科臨床における炭酸ガスレーザーの応用 

① 炭酸ガスレーザーの日本での普及状況 

現在さまざまなメーカーから歯科用レーザーがでているが、日本において 

歯科用レーザーの導入率は 28.6 %である（文献 57）。そして、炭酸ガスレーザー

が一番多く臨床応用されており、約 61.3 %の割合である（図 8）。 
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図 8 炭酸ガスレーザーの日本での普及率：やさしいレーザー治療 皆川仁著

より引用 

 

② レーザーの臨床的効果 

臨床的にレーザーが組織に与える影響として、光熱効果（Photothermal Effects）、

光化学効果（Photochemical Effects）、光物理効果（Photomechanicl Effects）、光電

気効果（Photoelectrical Effects）の 4つがあげられる。 

主な組織への影響としては、光熱効果は、組織を凝固、蒸散、光化学効果は

化学反応の促進及び、光線力学的療法として、光物理効果は、分子間結合の切

断、光電気効果は、プラズマ形成することが知られている。そして、この中で

も、レーザーエネルギーの主要効果は光熱効果であり、光エネルギーを熱エネ

ルギーに変換することである（文献 58）。 

 

③ レーザー光の波長の違いによる組織の吸収特性 

波長の比較的短いアルゴン、ダイオード、Nd:YAGなどのレーザーはメラニン
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やヘモグロビンなどに吸収されやすく、水、ハイドロキシアパタイトなどには

吸収されない。逆に、波長の長い Er:YAG、Er、Cr:YSGG、炭酸ガスレーザーな

どは、メラニン、ヘモグロビンに吸収されにくく、水、ハイドロキシアパタイ

トに吸収されやすいという特性がある（表 2）。 

    

 

   

表 2 レーザーの組織への吸収特性：ADVANCED PROFICIENCY TUTORIAL 
SYLLABUS. Academy of Laser Dentistry. 2001より引用変改 
 

 

④ レーザー照射モード 

レーザー照射には、大きくディフォーカス照射とフォーカス照射の２つのモ

ードがある。ディフォーカス照射は、広い照射面積のため、エネルギー密度が

低く、一般的に弱い凝固や乾燥、組織活性効果を期待して応用される。一方、

フォーカス照射は、照射面積が最も小さくなっており、エネルギー密度が高く、

組織の切開や切除に用いられる（文献 59）（図 9）。 
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       デフォーカス照射     フォーカス照射 

図 9 2つのレーザー照射モード 

 

⑤ レーザー照射方法 

すべてのハードレーザー照射後の組織には、範囲は異なるものの、いくつか

の層が出現する（図 10）。これらの中で、細胞が不可逆的な変化を示す層を治療

に応用するのが HLLT（High reactive Level Laser Therapy）であり、蒸散や切開に

あたる。逆に人為的にレーザーのエネルギー密度を低くし、細胞が活性化する

層を治療に応用するのが LLLT（Low reactive Level Laser Therapy）である（文献

60）。 

        

図 10 レーザーの持つ２つの作用 
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3）炭酸ガスレーザーの基礎研究報告について 

炭酸ガスレーザーによる遠赤外線は、皮下に照射した場合、40-50 mmまで浸

透し、人間の細胞を共振させて内部から加温するといわれているが、微小血管

の拡張、血液循環の活性化、新陳代謝の強化、組織再生力の増加、成長促進に

極めて効果的に働くことがわかっており、細胞分子レベルでも研究がすすんで

いる（文献 61、62）。 
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2-2 目的 

 

近年、培養歯胚細胞を用いたエナメル質の再生が報告されているが、組織再

生までの期間が長期に亘ることや再生した組織が幼弱で小さいものであること

が分かっている（文献 63）。また、これまでに低出力でのレーザー照射が培養ヒ

ト歯髄細胞やマウス象牙芽細胞様細胞株の細胞増殖や分化を促進させることが

報告されている。そこで第 2 章では、炭酸ガスレーザー照射が培養ブタ歯胚細

胞の増殖能や分化能、歯の組織再生能への影響について調べ、臨床応用可能な

量的質的な細胞培養および組織再生技術の改善を目的として研究を行った。 
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2-3 材料と方法 

 

① 細胞の採取と培養方法 

 第 1 章と同様に、埋伏した第三大臼歯歯胚を生後 6 ヶ月の新鮮なブタ下顎骨

から取り出した。さらに歯胚上皮、歯乳頭および歯小嚢を含む歯の組織を 2-3 

mm3 の小片に細切し、ディスパーゼ（Roche 社製、ドイツ）およびコラゲナー

ゼ（和光純薬社製）により酵素的に分解した。一本のブタの歯から、平均的に

約 1.0×107 個の細胞が採取できた。 歯胚細胞は 48穴マイクロプレートに播種

（1.0×104 cells/well）し、10% FBS含有DMEM培地（GIBCO 社製、USA）に抗

生物質（ペニシリン-ストレプトマイシン混合液）を 1 % 添加したものを用い、

通法に従いインキュベーター（37 ℃、5% CO2）中で 24 時間培養した。レーザ

ー照射直前に培地を除去し、照射後新たに 500 µLの培地を加えた。 

 

② レーザーの照射条件 

 レーザー装置はオペレーザーLite（吉田製作所製）（図 11-A）を使用した。レ

ーザー光の種類は炭酸ガスレーザーであり、条件は波長 10,6 µm、出力 0.5 W、

発信モードは連続波で使用した。レーザー照射条件は塩崎らを参考に骨組織に

対する誘導能が高いとされるタイムコース（図 11-B）で行った（文献 64）。照

射チップ先端から単層の細胞層までの距離は 10.0 mmに設定した（図 11-C）。 
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製品名：オペレーザーLite 

製造元：株式会社ヨシダ 

波長：10.6 µm 

最大出力：0.5-5 W 

発振方式：連続波、スーパーパルス 

（シングルパルス、リピートパルス） 

パルス幅：0.001-0.9 秒 

デリバリーシステム：ホローウェーブガイド 

重量：19.0 kg 

 

A）使用した炭酸ガスレーザーの仕様 
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                培養日数（ day）

         

0 1 2 3 7

*
  

            ＊ ： Cell seeding / ↑： Laser irradiation

B) レーザー照射のタイムコース     

 

  

照射チッ プ

wall

レーザー光

培養歯胚細胞

カバー

 

C）レーザー照射環境 

図 11 レーザー照射条件 

 

③ 細胞増殖測定 

レーザー照射の細胞増殖に対する影響について、血球計算板を用いた細胞数の
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計測およびCell counting kit-8（同人化学社製）により調べた。細胞を 10 % FBS

含有DMEM培地 500 µLとともに、48穴マイクロプレートに播種し、37 °C、 5 % 

CO2 にて 7日間培養した。培養 1、3、7日後に吸光度 450 nmにてマイクロプレ

ートリーダー（SmartSpeck™ 3000、Bio-Rad社製）を用いて細胞増殖測定を行っ

た（N=5）。レーザー照射を行なわなかったものをコントロール群とした。 

 

④ アルカリフォスファターゼ（ALP）活性測定 

細胞分化に対するレーザー照射の影響を評価するためにALP活性を測定した。

前述のようにレーザー照射した後、細胞増殖測定と同様に 37 °C、 5 % CO2 に

て 7日間培養した。培養 1、3、7日後に、プロトコールに従って、FAST p-Nitrophenyl 

Phosphate タブレットセット（シグマ社製、USA)を用いた発色反応によりALP

活性を測定した（N=5）。吸光度 415 nmにてマイクロプレートリーダー

（SmartSpeck™ 3000、Bio-Rad社製）を用いて測定した。 

 

⑤ 蛋白質抽出および SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

レーザー照射した細胞における歯に関連した蛋白質発現を調べるために、ウ

ェスタンブロット法を行った。蛋白質は細胞外に分泌されるので、歯胚細胞を

インスリンートランスフェリンーセレニウム（ITS）サプリメント（GIBCO 社
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製）を添加した無血清 DMEM培地を用いて培養した。レーザー照射し 7日間培

養した後、培地を Ultrafree-4 遠心管（Millipore 社製、USA）に移し、4 °C、10

分間、7500 G条件下にて不純物を遠心除去した後回収した。回収した上清を凍

結乾燥した。凍結乾燥した蛋白質の試料は、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気

泳動（SDS-PAGE） サンプルバッファーに溶解し、5分間煮沸した。さらに 4-20 % 

ポリアクリルアミドグラディエントゲル（BioRad 社製）を用いて SDS-PAGE を

行った。 

 

⑥ ウェスタンブロット法による蛋白質発現解析 

SDS-PAGE により分離した蛋白質試料を、電気ブロッター（Mini Trans-Blot 

Cell、BioRad 社製）を用いて polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレンに転

写した。転写後、メンブレンをブロッキング溶液（Block Ace、大日本製薬社製）

に一晩浸漬した。さらにメンブレンを抗アメロジェニン抗体（1000倍希釈）（米

国テキサス大、Simmer 博士から供与）、抗 BSP 抗体（500 倍希釈）（カナダト

ロント大、Sodek 博士から供与）および抗ビメンチン抗体（1000 倍希釈）

（NeoMarkers 社製、USA）と 25 °C、2時間反応させた。反応後、それぞれの抗

体に対し、アルカリフォスファターゼ標識した二次抗体を 25 °C、1時間反応さ

せた。メンブレンを蒸留水で洗浄し、BCIP/NBT 発色基質キット（Promega 社
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製、USA）にて発色反応を行った。 

 

⑦ RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

レーザー照射し 7日間培養した細胞から、総 RNAを TRIZOL溶液（Invitrogen 

社製、USA）により抽出した。DNase I（Promega 社製）で処理することでゲノ

ム DNAの分解を行った。抽出した RNAは Superscript™ First-Strand Synthesis キ

ット（Invitrogen 社製、USA）を用いて cDNAの合成を行った。合成した cDNA

を用いてポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を行い、歯に関連した遺伝子の発現解析

を行った。PCR に使用したプライマーの配列は表 3 に示す。プライマー配列の

設計に関しては National Center for Biotechnology Information （NCBI）の遺伝子

データバンクの各遺伝子配列データを参考にした。コントロール遺伝子として

β-actin を用いた。1 サイクル当たりの PCR 反応は 95 °C 、30 秒間にて変性、

58-62 °C 、1分間アニーリング反応させ、72 °C 、1分間伸長反応させた。これ

らの反応を 35 サイクル行った後、PCR 産物を 2 % アガロースゲルにて電気泳

動を行った。 
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表 3 歯に関連する遺伝子発現解析に用いた PCR プライマーの遺伝子配列 

 

⑧ 細胞―担体複合体の移植 

レーザー照射した細胞をウェルプレートからコラゲナーゼ（和光純薬社製）

により酵素的に剥離し、Ｉ型コラーゲンスポンジ（名古屋大学医学部口腔外科 

本田雅規先生から供与）に 1.0×106 cells播種した（以下、細胞―担体複合体試料

とする）。この円柱型の担体は、直径 16.0 mm×5.0 mmの大きさを持つ。 

細胞播種前の担体の乾燥重量は平均 0.18 gであった。5週齢の雄の免疫不全ラ

ット（F344/N Jcl-rnu、日本クレア社）を移植実験に供した。ラットはペントバ

ルビタールナトリウムを 15 mg/kgで腹腔内に注入し、セボフルレン吸入麻酔下
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にて、細胞―担体複合体試料を腹部大網に移植した（N=5）。全ての動物実験は

九州大学動物実験規則に則って行った。 

 

⑨ 組織学的および免疫組織学的解析 

移植 8 週後、ラット腹部より再生した組織を採り出し、4 % パラホルムアル

デヒドーリン酸緩衝液にて一晩、4 °C にて固定した。固定した組織を 5 % EDTA

溶液にて 1 週間脱灰した。脱灰した組織をパラフィン包埋し、組織切片を作製

した。免疫組織化学的解析は Vectastain ABC キット（Vector Laboratories 社製、

USA）を用いて行った（文献 65、66）。抗体は抗アメロジェニンポリクローナル

抗体（2000倍希釈）および抗 BSPポリクローナル抗体（500倍希釈）を用いた。 

 

⑩ 統計学的解析 

本研究のすべての実験において、p<0.05にて Student’s t検定により解析した。 
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2-4 結果 

 

① レーザー照射による細胞増殖および ALP活性への影響 

 細胞数を血球計算板および Cell counting kit-8の両測定方法において、培養 3

日目及び 7 日目ではレーザー照射群はコントロール群に比べ、細胞増殖は有意

に増加した（図 12）。 

また、歯胚の分化の指標としたアルカリフォスファターゼ（ALP）活性は、培

養 3および 7日目において、レーザー照射群はコントロール群に比べ ALP活性

は有意に増加した（図 13）。 
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図 12 レーザー照射による細胞増殖への影響 
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13 レーザー照射による ALP活性に対する影響 

②  ウェスタンブロット法による蛋白質発現解析 

現のウェスタンブロット解

 

 歯胚上皮のマーカーにおいて、アメロジェニン発

析の結果から、実験群はコントロール群に比較して高いことがわかった（図 14）。

さらに、歯胚間葉のマーカーにおいて、BSP やビメンチンの蛋白質発現は、コ

ントロール群に比較して実験群は高かった（図 14）。 
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図 14 レーザー照射による歯に関連する蛋白質発現に対する影響 

 

③  レーザー照射の mRNA発現に対する影響 

歯胚細胞にレーザー照射したとき、歯に関連する mRNA発現に対する影響を

調べた。レーザー照射 7 日後では、コントロール群に対する相対値に対して実

験群ではアメロジェニンおよびアメロブラスチンの mRNA発現は高かった（図

15）。一方、エナメリンおよびエナメライシン（MMP-20）mRNA の発現は、レ

ーザー照射による影響を認めなかった。レーザー照射 7日後の Runx2、Ｉ型コラ

ーゲン、OPN、OCNおよび DSPP mRNA発現は、コントロール群に比較して実

験群では高かった（図 15）。 
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図 15 レーザー照射の mRNA発現に対する影響 
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④ in vivo におけるレーザー照射の再生歯に対する影響 

移植 8 週後、実験群とコントロール群の両群ともに硬組織の形成を認めた。

実験群の再生組織では、移植前の担体とほぼ同じ大きさを維持していたが、コ

ントロール群では減少していた。また実験群の再生組織の直径は、コントロー

ル群に比較して大きかった。 

移植 8 週後において、実験群では再生した歯の構造体にはエナメル-象牙質複
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合体を認めた（図 16-A）。極性を持つ細胞核を有する多数の円柱形の細胞だけで

なく、象牙細管、セメント様組織やエナメル質も観察された（図 16-A, B, D）。

さらに、実験群では抗体免疫染色にて、エナメル質やエナメル芽細胞にアメロ

ジェニ（図 16-C）、前象牙質やセメント様組織に BSP が検出された（図 16-E）。

この結果から、歯胚間葉由来の象牙質や歯胚上皮由来のエナメル質の存在が示

唆された。しかしながら、移植 8 週後において、コントロール群の再生した組

織は、まだ歯冠形成期初期の様相を呈していた。即ちエナメル質、象牙質ある

いはセメント質が認められなかった（図 16-F）。これらの結果より、歯胚細胞へ

のレーザー照射により組織再生の速度は促進されたということが示唆された。 
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図 16-A, B, C in vivo におけるレーザー照射の組織形成に対する影響 
 

図 A：再生組織の H-E染色（矢印：成熟したエナメル質、矢頭：成熟した象牙質） 

図 B：再生組織の H-E染色（矢印：エナメル芽細胞、矢頭：エナメル質） 

図 C：再生組織の免疫組織染色 
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図 16-D, E, F in vivo におけるレーザー照射の組織形成に対する影響 

図 D：再生組織の H-E染色（矢印：象牙質と象牙芽細胞、矢頭：セメント質様組織） 

図 E：再生組織の免疫組織染色（矢印：セメント芽細胞による BSP発現、 

矢頭：セメント-象牙境） 

図 F：コントロール群における再生組織の H-E染色（矢印：硬組織形成） 

 

 - 53 -



2-5 考察 

 

 結果より、レーザー照射によりアメロジェニン、BSP やビメンチン蛋白質の

発現量は、コントロール群より増強されることが分かった。ビメンチンは、ヒ

ト歯髄細胞、筋線維芽細胞および周囲細胞を含むすべての線維芽細胞に観察さ

れる中間フィラメント蛋白質である（文献 67-69）。レーザー照射は歯に関連す

る基質産生を増強することができるが、上皮あるいは間葉のどちらの細胞が細

胞分化に影響しているかは不明である。なぜならエナメルおよび象牙質の蛋白

質は、この重要な期間において上皮と間葉細胞に共通するシグナル伝達系によ

り、共同的に制御されていると考えられているからである。つまり、基質を産

生する期間はエナメル質および象牙質基質で共有され、形成された石灰化物も

まだはっきりと区別されていないのである。歯の形成は、様々な種類の細胞の

分化、細胞外基質の沈着および石灰化に関連する複雑な現象である。 

 細胞の増殖と分化には相反的あるいは機能的に共役する関係性があるという

研究報告が多数あるため、レーザー照射が歯に関連する遺伝子群に与える影響

について RT-PCR法を用いて検証した。歯の発生は、基質巨大分子の制御下で進

むと考えられている。即ち象牙質では主にＩ型コラーゲンや BSP、リン酸化蛋

白質といった非コラーゲン性蛋白質（文献 70）が、エナメル質では様々にリン

 - 54 -



酸化した極めて特有のエナメル蛋白であるアメロジェニン（文献 5）やアメロブ

ラスチン（文献 71－73）やエナメリン（文献 74）が関係している。DSPP を含

む、いくつかの象牙芽細胞に関連したマーカーの発現はレーザー照射により増

強された。DSPPは骨では低レベルで発現しているが（文献 75）、この遺伝子は

成熟した象牙芽細胞に強く発現していると考えられている（文献 8、76）。多種

の細胞が混在しているので、多くの細胞がこれらの遺伝子を構成的に発現して

いるのか、あるいは未同定の一部の細胞群だけがこれらの遺伝子を発現してい

るのか決定するのは困難である。しかし、レーザー照射が歯乳頭細胞を含む歯

胚間葉細胞の少なくともある細胞集団が象牙芽細胞に分化するのを促進したと

いうことが推測される。また歯の発生開始時には上皮の歯原性細胞が重要であ

るので、歯の再生初期のメカニズムには上皮細胞に対する影響と関連性がある

かもしれない（文献 1-4）。興味深いことに、アメロジェニンやアメロブラスチ

ンの発現は増強しているのに対し、エナメリンやエナメライシン（MMP-20）は

増強しなかった。近年、アメロジェニンが石灰化組織の形成時にシグナル分子

として作用することが証明されたという研究報告がいくつかある（文献 77-80）。

例えば、ブタのエナメル蛋白混合物が歯根表面に沿ってセメント質形成を誘導

することが示され、この活性因子がアメロジェニンだと同定されている（文献

78）。また RT-PCR解析により、アメロジェニンの mRNA発現が、ラットの歯髄
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や象牙芽細胞の cDNAライブラリー（文献 79）やブタ象牙芽細胞で報告されて

いる（文献 80）。このことは象牙芽細胞もまたアメロジェニンを発現しているこ

とを示唆している。それ故に、アメロジェニンは組織工学的な歯の再生におい

てシグナル分子として働いていることが考えられるが、分化促進に寄与する上

皮や間葉細胞の活性化に関わる分子メカニズムについては未だ完全には解明さ

れていない。また、アメロブラスチンはエナメル芽細胞の分化初期マーカー、

エナメリンおよびエナメライシンは分化後期マーカーとして知られている（文

献 80）。つまり、レーザー照射はエナメル芽細胞の分化初期に作用しているこ

とが示唆された。このことは、in vivo における実験結果とも一致し、移植 8 週

後のエナメル質の組織形成は成熟しておらず極めて幼弱であることが分かる

（図 16-A）。レーザー照射の実際の効果については、歯の再生時にいくつかの異

なる出来事の組み合わせに関与していると思われる。これらの結果から、歯原

性細胞の分化はレーザー照射により促進され、これらの細胞は初期の歯の基質

産生を引き起こすことが示唆された。炭酸ガスレーザーによる照射は、骨に対

する温熱効果が骨基質中の骨芽細胞や骨細胞に伝達する効果があると考えられ

ている（文献 81-83）。これらの特性は、実験的な低リン酸化症で証明されてい

るように、リン酸化酵素障害に対する歯の感受性の違いにおいて重要な要素で

あると考えられる（文献 84）。 
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 象牙芽細胞は極めて極性化した細胞であり、石灰化する象牙質有機基質を合

成する。それらは輸送の際に中心的な役割を果たし、石灰化前線にカルシウム

を蓄積させる（文献 85）。特定のカルシウムブロッカーが劇的に象牙質へのカル

シウムの取り込みを阻害するため、象牙質形成におけるカルシウム伝達経路は、

細胞膜にあるカルシウムチャネルに関与していると考えられている（文献 86）。

カルシウムチャネルの他に、ナトリウム、カリウムそして近年クロライドチャ

ネルが in vitroにて培養したヒト歯髄細胞や酵素処理によって単離された 

象牙芽細胞に認められている（文献 87、88）。さらに、in vitroにおいて分化させ

たヒト象牙芽細胞に機械感覚性の Kcaチャネルが発現している（文献 89）。これ

らのチャネルは石灰化過程に関与している。要するに歯乳頭細胞の機械感受性

はレーザー照射による刺激によって細胞分化が促進することに寄与しているで

あろうと思われる。 

 結論として、研究データからレーザー照射のALP活性レベルへの影響は、RNA

レベルや蛋白質レベルの研究や in vivo研究の結果と一致した。レーザー照射を

した細胞を含む担体の形態は、移植 15週後でも維持されていたが、照射をして

いない細胞を含む担体は収縮していることが分かった。 

本研究では、歯原性細胞の分化の開始は、細胞外基質の初期沈着とそれに続

く石灰化であると考えられる。炭酸ガスレーザーの照射は in vitroにおいて歯原
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性細胞の分化を促進し、歯の初期の再生を誘導することが示唆された。 
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2-6小括 

 

レーザー照射を行うと歯原性細胞の細胞増殖、ALP 活性および蛋白質発現が増

加するということが分かった。レーザー照射により、歯胚上皮および歯胚間葉

由来細胞は歯に関連する特異的遺伝子の発現が増強されることが分かった。 

すなわち、in vitro においてレーザー照射は歯原性細胞の増殖および分化を促進

することが示唆された。 

また、 in vivo における研究結果から、単離した歯原性細胞へのレーザー照射

により移植 8 週後に歯牙様組織が再生し、コントロール群に比較してエナメル

質および象牙質形成の速度が促進されることがわかった。 
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 総括 

 

機械的刺激により、ALP 活性が増強し、 細胞増殖には影響しないというこ

とが分かった。また、機械的刺激を与えた細胞から再生した組織が生体内にお

いて 15 週間で形成され、その組織はコントロール群に比較して大きかった。  

 従って、機械的刺激が培養歯胚細胞の分化を促進し、in vivo において歯の組

織再生速度を早めることが示唆された。 

 レーザー照射を行うと歯原性細胞の細胞増殖、ALP 活性および蛋白質発現が

増加するということが分かった。また、レーザー照射により、歯胚上皮および

歯胚間葉由来細胞は歯に関連する特異的遺伝子の発現が増強されることが分か

った。すなわち、in vitro においてレーザー照射は歯原性細胞の増殖および分化

を促進することが示唆された。 in vivo における研究結果から、レーザー照射に

より歯原性細胞から再生したエナメル質および象牙質形成速度が促進されるこ

とが分かった。 

 機械的刺激およびレーザー照射が培養した歯胚細胞の増殖・分化を促進し、in 

vivo において歯の組織再生を促進することが示唆された。 

本研究において、組織工学的手法を用いた歯の再生を一歩前進させることが

できたと考える。しかし、組織工学的手法を用いた歯の再生を臨床応用するた
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めのさらなる研究が必要であると思われる。さらに今後は、最適なレーザー照

射条件（出力・時間）及び移植条件（担体の種類・移植期間）を検討する必要

があると思われる。 
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