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研究成果の概要（和文）：修復象牙質形成過程におけるオステオポンチン（OPN）の役割について、in vivo窩洞
形成実験モデルと象牙質・歯髄複合体のin vitro器官培養実験モデルを用いて解析を行った。野生型マウスで
は、窩洞形成後14日で修復象牙質が形成されたのに対し、Opn遺伝子欠損マウスでは修復象牙質形成が阻害され
ており、I型コラーゲン形成が認められなかった。また、器官培養系にて、OPNはⅠ型コラーゲンの形成に関与す
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the role of OPN during reparative 
dentinogenesis.In WT mice, reparative dentin formation continued next to the preexisting dentin at 
the mesial coronal pulp. In contrast, there was no reparative dentin in the Opn KO mice where newly 
differentiated odontoblast-like cells lacked immunoreaction for type I collagen. The in vitro organ 
culture demonstrated that the administration of recombinant OPN rescued the type I collagen 
secretion by odontoblast-like cells in the Opn KO mice. The results suggested that the deposition of
 OPN at the calcification front is essential for the type I collagen secretion by newly 
differentiated odontoblast-like cells to form reparative dentin during pulpal healing following 
cavity preparation.

研究分野：口腔解剖学
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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 
歯が外傷によって脱落した場合の再植、あ
るいは歯周病やう蝕によって欠損した歯の
かわりに他の部位の歯を移植する方法は、歯
の保存治療の 1つとして臨床上重要な位置を
占める。しかし、術後の予見性は低く、場合
によっては抜歯の適応となったり、歯髄の除
去を必要とする。それは歯が顎骨に生着しな
かったり骨性癒着（アンキローシス）したり
する原因、歯髄内が壊死に陥る原因が明確で
なく、それを防御する治療法も確立されてい
ないためである。歯の損傷後、歯髄内に骨組
織形成が惹起されると歯根吸収やアンキロ
ーシスを起こしやすいことから、将来の歯髄
再生療法を実現するのにあたり、歯髄内には
修復象牙質形成を誘導することが望ましい。
従って、歯の損傷後の治癒パターンを規定す
るメカニズムや修復象牙質の形成機構を明
らかにすることは、臨床上極めて重要である。
我々は、歯の再植/移植術の予後の不確定な要
素は術後の歯髄治癒機構が解明されていな
い点に集約されると考えて研究を行ってき
た。 
歯の再植/移植後の歯髄の治癒パターンに
は、少なくとも骨形成と修復象牙質形成の 2
通りが存在する。術後に既存の象牙芽細胞が
死滅した後、歯髄・象牙質界面に一過性に樹
状細胞が出現し、オステオポンチン(OPN)を
分泌すると象牙芽細胞様細胞の分化が誘導
され修復象牙質形成が起こることが明らか
になっている（ J Electron Microsc 52: 
581-591, 2003: J Histochem Cytochem, 59 
(5), 518-529, 2011）。樹状細胞による OPNの
分泌が歯髄治癒パターンを規定する重要な
鍵を握ることが示唆されているが、OPN の
機能的意義については明らかにされていな
い。OPN は接着性骨基質タンパク質として
知られているが、近年、インテグリン受容体
との結合を介した細胞内シグナル伝達の活
性化作用を有することが報告されている
(Cytokine & Growth Factor Reviews 19: 
333-345, 2008)。 
我々の研究室では近年、修復象牙質形成の
機序を解析するのに有用な、マウスを用いた
臼歯窩洞形成実験モデルを確立した（J 
Endod.39:1250-1255, 2013）。この系を用い
た予備実験として、術後、窩洞直下の歯髄細
胞が Opn を発現し、その後、窩洞直下には
修復象牙質形成が起こることを見出だした。
このことから、OPN が修復象牙質形成機構
に重要な役割を担っていると考えられる。そ
こで、本研究課題では、修復象牙質形成機構
を明らかにするべく、OPN に焦点を当て研
究を行った。 

 
２．研究の目的 
野生型マウスおよびOpn遺伝子欠損（KO）
マウスを用いて、in vivo実験系として臼歯窩
洞形成実験、in vitro 実験系として象牙質・
歯髄複合体の器官培養を行い、組織学的解析

を行い、術後の象牙芽細胞様細胞の分化過程
および修復象牙質形成過程における OPN の
役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 歯の発生過程におけるOPNと I型コラー
ゲンの発現パターンの解析 
 胎生 15.5 日齢から生後 6 週齢の野生型マ
ウスを灌流固定した後、脱灰後に通法に従い
パラフィン切片を作製し、抗 OPN、抗 I型コ
ラーゲン免疫組織化学、Opn、col1a1 の in 
situハイブリダイゼーションを行った。 
 
(2) 歯の窩洞形成後の修復象牙質形成過程に
おける OPNの役割 
生後 5週齢の野生型マウスおよびOpn KO
マウスの上顎第一臼歯近心歯頸部にラウン
ドバーを用いて溝状の窩洞を形成した。術後
1～14日後に灌流固定した後、脱灰後に通法
に従いパラフィン切片または凍結切片を作
製し、抗 nestin、抗 OPN、抗 DSP、抗 Dentin 
matrix protein 1 (DMP1)、抗 Ki67、抗 I型
コラーゲン、抗 integrin αvβ3免疫組織化学、
TUNEL染色、Opn、col1a1、Dsppの in situ
ハイブリダイゼーションを行った。さらに、
術後 3日の歯髄を取り出し、マイクロアレイ
にて遺伝子発現を解析した。 

 
(3) 象牙質・歯髄複合体の器官培養系を用い
た OPN の I 型コラーゲン形成促進効果の検
証 
生後 3週齢の野生型マウスおよびOpn KO
マウスの上顎第一臼歯を抜去後、サージカル
メスで半分に割断した後、リコンビナント
OPN（rOPN）を培地に加え、Trowel法にて、
象牙質・歯髄複合体の器官培養を行った。培
地は 2 日ごとに交換した。培養開始後 1～7
日に固定し、抗 nestin、抗 Ki67、抗 I 型コ
ラーゲン免疫組織化学、TUNEL染色、col1a1
の in situ hybridizationを行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) 歯の発生過程におけるOPNと I型コラー
ゲンの発現パターンの解析 
野生型マウスにおいて、生後 1日から 3週
まで、象牙芽細胞に強い col1a1遺伝子発現が
認められたが、生後 6週以降、歯冠部の象牙
芽細胞は col1a1遺伝子発現が減弱していた。
一方、Opn 遺伝子発現は胎生 15.5 日から生
後 2週の歯髄において認められず、生後 3週
以降、髄角部歯髄に Opn 遺伝子発現が認め
られた。また、髄角部の象牙細管内に OPN
陽性反応が認められた。 

 
(2) 歯の窩洞形成後の修復象牙質形成過程に
おける OPNの役割 
 窩洞を形成していない対照群の Opn KO
マウスの歯髄には組織学的に明らかな発生



学的異常は認められず、野生型マウスと同様
に、歯髄・象牙質界面に nestin陽性の象牙芽
細胞が配列していた。また、象牙芽細胞は
OPN陰性であった。 
窩洞形成後 1 日では、野生型および Opn 

KO マウスにおいて、窩洞直下の象牙芽細胞
に変性像が認められ、nestin陽性反応が消失
していた。野生型マウスでは、歯髄細胞のあ
るものに弱い Opn遺伝子発現が認められた。
術後 3日には新たに分化したと思われる象牙
芽細胞様細胞が歯髄・象牙質界面に配列し、
nestin陽性反応を示していた。野生型マウス
では、窩洞直下の歯髄細胞に Opn を強く発
現する細胞が認められ、石灰化前線に OPN
陽性反応が認められた。術後 14 日では、窩
洞直下に修復象牙質形成が、髄床底側に反応
象牙質形成が認められ、象牙芽細胞様細胞に
Dspp, col1a1の発現、DSP、I型コラーゲン、
integrin αvβ3陽性反応が認められた。また、
近心歯髄の Opn 発現は減弱したものの、既
存の象牙質と修復象牙質との境界に連続的
な OPN陽性反応が認められた（図１）。一方、
KOマウスでは、術後 3日において、歯髄・
象牙質界面に nestin 陽性の象牙芽細胞様細
胞が配列していた。また、歯髄の Dmp1遺伝
子発現の上昇が認められ、窩洞直下の石灰化
前線に DMP1 陽性反応が認められた。術後
14日において、髄角部で修復象牙質形成が阻
害されており、象牙芽細胞様細胞に、
Dspp/DSP, integrin αvβ3 の発現が認められ
たものの、I 型コラーゲン、col1a1 の発現が
認められなかった。一方、髄床底側には反応
象牙質が形成されており、象牙芽細胞に
col1a1の発現が認められた（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

野生型マウスでは、窩洞形成後 3日で細胞
増殖活性の有意な上昇を示し、術後 5日で増
殖活性は減少した。また、術後 1日で認めら
れたTUNEL陽性細胞は術後 3日には減少し
た。一方、Opn KOマウスでは、窩洞形成後
5日に細胞増殖活性が亢進し、術後 7日に減
少した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
(3) 象牙質・歯髄複合体の器官培養系を用い
た OPN の I 型コラーゲン形成促進効果の検
証 
抜去した歯をメスで割断した直後では、歯
髄は機械的な力により象牙前質から剥離し
ていた。象牙質・歯髄複合体の器官培養１日
では、TUNEL陽性細胞が有意に増加してお
り、剥離した象牙芽細胞のほとんどは nestin
陽性反応を消失していた。器官培養５から７
日では、Ki67 陽性細胞が有意に増加してお
り、歯髄・象牙質界面には、nestin陽性の象
牙芽細胞様細胞が配列していた。 
器官培養 7日において、野生型マウスでは、

rOPN非投与群において、象牙芽細胞様細胞
に弱い col1a1遺伝子発現が認められた。一方、
rOPN投与群においては、象牙芽細胞様細胞
の col1a1 の発現が上昇していた。Opn KO
マウスにおいては、nestin陽性の象牙芽細胞
様細胞の分化は認められるものの、col1a1の
発現が認められなかった。一方、rOPN投与

図１．野生型マウス窩洞形成後 14

日の歯髄（H-E染色）． 

野生型マウスの窩洞直下には、既存

の象牙質に連続して修復象牙質が形

成されている． 

D: 象牙質 DP: 歯髄 TD: 第三象

牙質（修復象牙質） 

図２．オステオポンチン遺伝子欠損

(Opn KO)マウス窩洞形成後 14日の

歯髄（H-E染色）． 

Opn KO マウスの窩洞直下におい

て、歯髄・象牙質界面に象牙芽細胞

様細胞の配列が認められるものの、

修復象牙質形成が阻害されている．

一方、髄床底側には、反応象牙質が

形成されている． 

D: 象牙質 DP: 歯髄  



群では象牙芽細胞様細胞の col1a1 の発現が
レスキューされていた。 

 
(4) 結論 
以上より、歯の窩洞形成後の歯髄治癒過程
において、石灰化前線への OPN の沈着が、
新たに分化した象牙芽細胞様細胞の I型コラ
ーゲン形成、すなわち修復象牙質形成に必須
の因子であることが明らかになり、Opn KO
マウスでは、DMP1が OPNの機能を代償し
ている可能性が示された。 
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