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研究成果の概要（和文）：本研究はラット臼歯歯冠歯髄再生モデルを用いて、効率よく歯髄組織の再生を誘導で
きるシステムを構築することを目指した。ラット下顎臼歯あるいは切歯より、歯髄幹細胞および血管内皮細胞を
単離した。共培養にて、細胞増殖に関する検索を行いVEGFがこれらの細胞増殖に重要な因子の一つであることが
示唆された。そこで、この歯髄幹細胞を、冠部歯髄のみを除去したラット上顎臼歯へ移植し、歯髄の再生が誘導
可能かどうかを、1～2週間の動物埋植実験により検証したところ、幹細胞と血管内皮細胞を混合し、さらにVEGF
を添加して移植後、およそ１週間という短期間でdentin bridge様硬組織を有する歯髄様組織が再生できた。

研究成果の概要（英文）：In present analysis was performed by using in vivo protocol for pulp tissue 
engineering in pulpotomized rat teeth using implantation of stem cells. This model showed complete 
regeneration/healing with dentin bridge like formation within 2 weeks. First, dental pulp stem cells
 and endothelial cells from rat molars or incisors were corrected and cultured. Second, in vitro 
co-culture was performed and we found VEGF is one of key factors of cell growth of stem cell and/or 
endothelial cells. Finally, the implantation of stem cells and endothelial cells treated with VEGF 
into rat molars was performed. This model showed dental pulp tissue regeneration/healing within 1 
week. 

研究分野： 歯内療法学

キーワード： 歯髄再生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 歯髄に細菌感染が生じた場合、現在なお多
数の症例で抜髄を施さざるを得ない。しかし、
除去された歯髄組織の再生が可能となれば、
歯の生来の機能が回復するとともに物性が向
上し、歯の残存期間の飛躍的延長が期待され
る。このような観点から幹細胞移植による歯髄
組織再生療法の可能性が探索されており、歯
髄や歯乳頭由来の幹細胞をスキャホールドと
ともに埋植することにより歯髄様組織が形成さ
れることを示した報告がなされつつある。 
 申請者らも上述の点に着目して検索を重ね
ており、米国ミシガン大学との共同研究におい
て、ヒト乳歯由来幹細胞およびヒト血管内皮細
胞をpoly-L-lactic acid(PLLA)スキャホールドと
ともにヒト抜去歯スライスの歯髄腔内に移植、
再生組織を免疫不全マウス背皮下において
増殖させることにより、象牙芽細胞様細胞の配
列を含め、正常歯髄組織に形態学的・組織学
的・分子生物学的に類似する歯髄様組織を再
生させることに成功している 
 また申請者は、ラット間葉系幹細胞と上述の
PLLA スキャホールドを、生活歯髄切断法で歯
冠部歯髄の組織を除去したラット臼歯へ移植
すると、正常歯髄組織に類似する歯髄組織を
再生すること（幹細胞口腔内直接移植法）に成
功している。 
 さらに申請者は、血管新生関連バイオマーカ
ーが歯髄再生に対して果たす役割を検索し、繊
維芽細胞増殖因子や血管内皮細胞増殖因子
が速やかに歯髄組織再生を促すために重要
な因子であり、そのため幹細胞と血管内皮細
胞を混合移植すると、幹細胞単独の場合よりも、
組織再生が促進されることを確認している。ま
た、幹細胞から分化したマクロファージが、成
熟した再生歯髄組織中では、組織修復マクロ
ファージ（M２マクロファージ）として存在し、常
在性マクロファージとして組織の恒常性の維
持に関与することを報告している。しかし、上
述の間葉系幹細胞を用いた口腔内直接法に
よる歯髄組織再生法では、他科細胞移植によ
る免疫拒絶反応を抑制するために、免疫抑制
剤などの使用が常時必須となる。すなわち、歯
髄組織再生においては、免疫拒絶反応を最
小に抑えられる自家幹細胞を用いた口腔内直
接法による歯髄組織再生法の開発は重要で
ある。しかし、自家細胞を用いる移植法は、細
胞を採取後、組織再生に必要な細胞数を得る
ために長期間培養する必要がある。そこで、速
やかな自家細胞培養増殖法の開発も必要とな
る。 
 
２． 研究の目的 
 これまでの自家幹細胞を用いた再生療法の
研究においては、細胞を患者より採取後、生
体外で長期間培養し、増殖させた後、生体内
へ移植し、組織を再生させることを念頭に立
案・実施されてきている。しかし、歯髄炎を生じ

た歯への実施が想定される歯髄組織の再生
療法において、上述の手法を用いることは、細
胞の培養・増殖に長時間費やすため、病態の
悪化が懸念される。そこで本研究においては、
ラットを実験動物として用い、免疫組織化学お
よび分子生物学的手法を用いた in vivo（動物
実験）を主とした実験系による検索を行い、採
取した少量の自家臼歯歯髄幹細胞から、効率
よく安全に臼歯歯髄組織を再生させる手法を、
考案することを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 本研究は以下のプロジェクトにより遂行され
た。 
a. ラット下顎臼歯の歯髄細胞を CD146 抗体、

あるいは MAP1B 抗体と反応させダイナビ
ーズを用いた磁気分離法によるラット歯髄
幹細胞と血管内皮細胞を単離する短期培
養系を確立した。 

b. 3 次元スキャホールドと短期培養したラット
下顎臼歯歯髄幹細胞を、根部歯髄を残し
冠部歯髄のみを除去したラット上顎臼歯へ
移植し、免疫抑制剤を用いず歯髄再生が
誘導可能かどうかを、検証した。 

c. ラット歯髄幹細胞とラット血管内皮細胞を上
記(b)と同様の手法を用いて移植し、さらに
速やかな歯髄の再生が生じるかどうかを検
証した。 

d. 炎症下顎臼歯歯髄の幹細胞を、炎症上顎
臼歯へ移植し歯髄の再生が生じるかどうか
を検証した。 
 

４． 研究成果 
 本研究はラット臼歯歯冠歯髄再生モデルを
用いて、効率よく歯髄組織の再生を誘導でき
るシステムを構築することを目指した。ラット下
顎臼歯あるいは切歯より、歯髄幹細胞および
血管内皮細胞を単離した。共培養にて、細胞
増殖に関する検索を行い VEGF がこれらの細
胞増殖に重要な因子の一つであることが示唆
された。そこで、この歯髄幹細胞を、冠部歯髄
のみを除去したラット上顎臼歯へ移植し、歯髄
の再生が誘導可能かどうかを、1～2 週間の動
物埋植実験により検証したところ、幹細胞と血
管内皮細胞を混合し、さらに VEGF を添加して
移植後、およそ１週間という短期間で dentin 
bridge 様硬組織を有する歯髄様組織が再生
できた。 
 また、再生歯髄組織および歯髄組織におけ
る、組織中に存在する M1 および M2 マクロフ
ァージの動態を検索し、移植初期では M1 マク
ロファージが、再生が進行するとともに M2 マク
ロファージが有意に存在することがわかった
（論文投稿中）。 
 また、ラット歯髄幹細胞について検索し、
MAP1B/STRO1 陽性細胞を同定した。 
（ Stem cells rev, 印刷中） 
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