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研究成果の概要（和文）：歯髄細胞の幹細胞化を応用し、実際の炎症性歯髄において細胞学的、組織学的に検討
することで、歯髄組織の修復、回復に効果的な生体材料、さらに象牙質においてはう蝕を抑制する生体材料の開
発を行うことを目的として、骨芽細胞様細胞、骨髄細胞を用いて、TNF-aの影響を検討した。それぞれの細胞に
TNF-aを短期刺激した後、実験に使用した。細胞増殖能実験において、刺激による有意差は認められなかった。
一方、細胞分化能実験において、TNF-a刺激後、両細胞はALP活性や石灰化基質形成が抑制されることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：TNF-a is known as one of inflammatory cytokine causing bone resorption, 
claim and edema of the organization. On the other hand, it was revealed that the TNF participated in
 an anagenesis by the wound healing process. A study about effect of TNF-a on human dental pulp cell
 differentiation was carried out in our laboratory in the past. Dental pulp cells are cell group 
including such as stem cell, primary odontoblast and fibroblast. It was revealed that the ratios of 
stem cells in the pulp cell increased by stimulation of TNF-a. The purpose of this study was 
investigated the effect of a short term stimulated TNF-a in osteoblast and bone marrow cells. The 
cell proliferation was no significant difference between stimulated TNF-a and no stimulation 
(control). On the other hand, cell differentiation was inhibited the cells of stimulation of TNF-a. 
In future, we have investigated of the signaling mechanism of a short term stimulated TNF-a. 
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１．研究開始当初の背景 

象牙質・歯髄複合体は自己修復能を有

しており、う蝕、磨耗、咬耗、支台歯形

成などの歯の損傷時には歯髄保護のため

に象牙質の修復が起きることが知られて

いる。すなわち、象牙質におよぶ歯の損

傷は炎症反応を惹起し、炎症性細胞から

炎症性サイトカインやケモカインが放出

され、それらの刺激により既存の象牙芽

細胞が再活性化され象牙質の再生が生じ

る。一方、歯髄では、歯髄内に存在する

前駆細胞や歯髄幹細胞が活性化され、新

たに象牙芽細胞に分化し象牙質の再生が

生じると考えられているが、これらの現

象の生物学的メカニズムは完全には解明

されていない。創傷治癒過程では、炎症

性サイトカインの１つであるTNF-αは損

傷の局所において初期の段階で発現し、

さまざまな成長因子やサイトカインの発

現の誘導や、細胞の遊走を促進し組織再

生に関与している（Glass et al., PNAS 

2011）。我々の研究室では、マウス露髄

モデルを作成し、前駆細胞や歯髄幹細胞

が露髄刺激により誘導されることを間葉

系幹細胞のマーカーである CD146 の免疫

染色にて確認した（Ueda et al, Stem Cell 

Res Thera 2014）。歯髄細胞が未分化な

細胞へ誘導された結果、多分化能を有す

る細胞の比率が上昇するという、大変興

味深い結果を得た。このことは、培養ヒ

ト歯髄細胞においてTNF-αは間葉系幹細

胞の性質を保持した、より多分化能の高

い細胞の比率を上昇させる可能性（歯髄

細胞のリプログラミング効果）があるこ

とを示している。 
 
２．研究の目的 

本研究で歯髄細胞に TNF-α を投与す

ることによりリプログラミング（幹細胞

化）することを応用し、炎症性歯髄にお

ける幹細胞化の効果を組織学的に検討す

る。将来的には歯髄組織の修復、回復に

効果的な生体材料、さらに象牙質におけ

るう蝕を抑制する生体材料の開発を行う

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

歯髄細胞の幹細胞化を応用し、実際の

炎症性歯髄において組織学的に検討する

ことで、歯髄組織の修復、回復に効果的

な生体材料、さらに象牙質においてはう

蝕を抑制する生体材料の開発を行うこと

を目的として、以下の研究計画を立てた。

(1)歯髄・象牙質複合体を応用できる生体

材料の開発 

①コラーゲンスポンジ上での歯髄細胞を

用いたリプログラミング効果の検討 

②コラーゲンスポンジ上での象牙芽細胞

を用いた再石灰化、およびう蝕抑制効果

の検討 

(2)TNF-α、フッ素コーティングコラーゲ

ンスポンジをマウス露髄モデルに埋入し

た組織学的検討 
 
４．研究成果 

骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）に TNF-α

刺激を行い、細胞分化能、細胞増殖能の

検討を行った。細胞増殖能は MTS アッセ

イ、細胞数のカウントを行った。TNF-α

の濃度に関係なく、細胞は増殖した(図

１)。細胞分化能は、ALP 活性(図２)、石

灰化の検討(図３)、培養細胞から RNA を

抽出し、定量性 RT-PCR 法を用いて検討し

た。TNF-α刺激をおこなった細胞は、分

化能が停止、あるいは遅延する結果とな

った。現在これらの結果をもとに論文を

執筆中である。 



 

図 1: 細胞増殖能試験（MC3T3-E1） 

 

図 2:アリザリンレッド染色 
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図 3:細胞分化能(ALP活性)（MC3T3-E1） 

 

ラットの骨髄細胞(BMC)において、5

週齢 SD ラットから骨髄を採取し、検討

を行った。骨髄細胞でも同様に、増殖能

に影響はなかった(図 4)。骨芽細胞分化誘

導培地においては、ALP 活性は TNF-α

刺激により抑制される結果となった。現

在、軟骨分化誘導培地、脂肪分化誘導培

地、神経分化誘導培地を用いて、検討を

行っている。 

骨髄細胞では、歯髄細胞、骨芽細胞様細

胞とは、異なる結果が得られ、様々な細

胞集団であることを考えると当然の結果

と考えられた。今後は、TNF-αがどの骨

髄細胞に影響しているかを検討すること

が必要であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４:細胞増殖能試験(BMC) 
 
また、生体材料として、コラーゲン、

炭酸アパタイト、水酸化アパタイト、β

-TCPを8週齢SDラットの上顎第一大臼

歯の歯髄腔内、脛骨骨髄内に埋め込んで、

1週間、2週間で検討した。現在は、切片

を作製中で今後の検討が期待される。 
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