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研究成果の概要（和文）：高密度培養歯髄細胞は、骨芽細胞に比べ、非常に高い細胞外基質石灰

化能を示す。培養歯髄細胞を用いたマイクロアレイ解析、遺伝子過剰発現、およびノックダウン実験の

結果、annexin A8が高石灰化能責任遺伝子であることを証明した。また、三次元高密度培養歯髄細胞

をマウスへ移植すると、造血機能を伴う骨が再生した。本研究により、歯髄細胞は annexin A8 を介して、

高い骨再生能力を発揮する特徴的な細胞であることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We characterized dental pulp cells in comparison with osteoblasts and explored the 

mechanisms of calcification.  We found that densely cultured dental pulp cells exhibited 

stronger ECM (extracellular matrix) calcification activity than osteoblasts.  A 

microarray analysis showed the overall gene expression in dental pulp cells to be similar 

to that in osteoblasts, though dental pulp cells expressed higher level of annexin A8.  

Then, we examined the effect of overexpression and knockdown of annexin A8 on ECM 

calcification in osteoblasts and dental pulp cells.  Overexpression of annexin A8 

remarkably induced ECM calcification in osteoblasts.  In contrast, knockdown of annexin 

A8 in dental pulp cells suppressed ECM calcification.  We transplanted three-dimensional 

culture of dental pulp cells into immunocompromised mice and found that the grafts 

generated bone in which hematopoiesis was carried out.  Taken together, these results 

suggest that transplanted dental pulp cells exert bone regenerative activity through the 

expression of annexin A8. 
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１．研究開始当初の背景 

歯髄組織は神経堤由来の外胚葉性間葉細胞

と、中胚葉由来間葉細胞の 2 種類の細胞から

分化する。成体における神経や象牙芽細胞、

頭部の骨や筋の一部は神経堤由来である。し

たがって、歯髄の神経堤由来間葉細胞は神経

細胞や象牙芽細胞への分化能を持つ可能性

がある。一方、歯髄の中胚葉由来間葉細胞は、

骨芽細胞、軟骨細胞、腱細胞などへの多分化

能を有する。歯髄細胞はこのように多分化能

を有する可能性があり、さらに脱落乳歯や智

歯、抜去歯などから採取可能であるため、再

生医学において有望な材料である。 

そこで申請者らは、歯髄細胞の多分化能およ

び歯髄組織採取の簡便性を鑑み、歯髄細胞を

用いた再生医療研究に着手した。 

 

２．研究の目的 

(1) 培養歯髄細胞の特性の分子生物学的解

析。 

(2) 確実に硬組織再生が可能である歯髄細

胞の培養条件の検討。 

(3) 歯髄細胞の生体移植による再生硬組織

能の性状解析。 

 

３．研究の方法 

(1) 歯髄細胞の特性は、骨芽細胞を対照とし

て解析した。まず、①細胞外基質石灰化

能の差異について調べた。②歯髄細胞の

高石灰化能責任因子の候補を絞るため、

マイクロアレイ解析を行った。③高石灰

化能責任因子の候補について、骨芽細胞

での過剰発現、歯髄細胞での発現抑制

（ノックダウン）実験を行った。 

(2) 生体移植へ持ち込む前の、歯髄細胞の培

養法について検討した。 

(3) 歯髄細胞を重度免疫不全マウスに移植

し、3 週間後、および 2 ヶ月後に移植片

を回収し、組織学的な解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) ①高密度培養の歯髄細胞は骨芽細胞に

比べ、非常にアルカリフォスファターゼ

活性が高く、細胞外基質の石灰化能も高

かった。骨芽細胞の基質石灰化は、

pan-BMP antagonistであるNogginの添加

により完全に阻害されたが、歯髄細胞の

石灰化は Noggin により全く影響を受け

なかった。この結果より、歯髄細胞は

BMP 非依存的に石灰化することが示唆

された。 

②マイクロアレイ解析の結果、歯髄細胞

と骨芽細胞の総括的な遺伝子発現パタ

ーンは、酷似していた（相関係数 r=0.95

）。しかし、歯髄細胞は骨芽細胞に比べ、

BMP-2, 5, 7，およびカルシウムおよびリ

ン酸の濃度調節因子（annexin A8 及び

Slc20a2）の mRNA 発現が高いことがわ

かった。 

③骨芽細胞に annexin A8 及び Slc20a2 を

それぞれ過剰発現させたところ、BMP 非

存在下においても著しく石灰化するよう

になった。特に annexin A8 の過剰発現に

よる石灰化亢進が顕著であった。一方、

培養歯髄細胞において siRNA により

annexin A8 及び Slc20a2 の発現をそれぞ

れ抑制すると、石灰化能が低下した。 

(2) in vivo での硬組織形成能を指標にして、

歯髄細胞の培養法について検討した実

施した。その結果、100%の確立で in vivo

での硬組織形成が成立する培養条件を

確立できた。具体的にはマウス歯髄細胞

を一週間培養した後、継代の際、歯髄細



胞けん濁液を吸収性コラーゲンスポン

ジである gelfoam
TM 内に浸漬し、さらに

一週間培養した。gelfoam
TM は隙間が多

いので、この gelfoam
TM 内を歯髄細胞で

充填するために、gelfoam
TM を、コラー

ゲンゲル(Cellmatrix Type I-A, Nitta 

gelatin)内に留置してさらに一週間培養

した。そして gelfoam
TM 周囲に細胞がア

ウトグロースしているのを確認後、周囲

のコラーゲンゲルを含む形で取り出し

重度免疫不全マウスへ移植した。 

(3) 移植後 3 週間後に、軟 X 線撮影より石

灰化組織の誘導を認め、組織学的解析に

より TRAP 陽性破骨細胞の出現を認め

た。移植後 3 週間後には、造血機能を持

つ骨と骨様象牙質の 2 種類の組織の誘

導を認めた。 

以上、本研究により培養歯髄細胞は annexin 

A8 を介して、高い骨再生能力を発揮する特

徴的な細胞であることが明らかとなった。今

後、annexin A8 を分子標的として、再生硬組

織の質の向上を目指していく予定である。 
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