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研究成果の概要（和文）：マウスの上顎第一臼歯にMTAセメントにて直接覆髄し、修復象牙質形成過程における
Wnt関連分子とマクロファージ分布について検討した。マイクロCT解析により直接覆髄後14日には修復象牙質形
成が確認できた。組織学的解析により修復象牙質の表面に配列した修復象牙芽細胞はWnt3a、Wnt10a陽性反応を
示し、その核にはb-catenin局在が認められた。また、歯髄内にはF4/80陽性マクロファージがWnt10aを発現し、
その周囲の歯髄細胞の核にはb-catenin局在がみられた。以上のことから、直接覆髄後の修復象牙芽細胞分化に
は、象牙芽細胞とマクロファージ由来のWntが関与していることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：We investigated the localization of Wnt-related molecules and F4/80-positive
 macrophages in the process of reparative dentin formation. After directly pulp-capping with MTA 
cement in the upper first molars of mice, reparative dentin formation was confirmed 14 days after 
direct pulp capping by micro-CT analysis. Histological analysis revealed that odontoblasts arrayed 
on the surface of reparative dentin were positive for Wnt3a and Wnt10a.b-catenin was localized in 
their nucleus. Additionally, F4/80-positive macrophages in the pulp expressed Wnt10a. The 
localization of b-catenin was found in the nucleus of pulp cells surrounding macrophages. These 
results suggest that odontoblast- and macrophage-derived Wnt were involved in the reparative 
odontoblast differentiation.

研究分野：口腔解剖学

キーワード： 修復象牙質　マクロファージ　歯髄組織　Wntシグナル　歯髄再生療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、MTAセメントを取り込んだマクロファージがWnt10aを発現することにより、修復象牙芽細胞分化に
深く関わっていることを明らかにしたものである。この現象はこれまでに報告されておらず、今後の歯髄保存療
法に多くの示唆を与えるものである。また、Wnt/b-カテニンシグナル以外のマクロファージ由来成長因子が明ら
かになれば、歯髄保存療法への応用でき、歯科医療の発展に貢献できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Quality of Life (QOL)の向上には咬合機能を生涯にわたって維持することが不可欠である。

歯髄疾患により歯内療法を受けた失活歯は、生活歯にくらべて脆く歯を喪失する原因となる

ことから、歯髄組織は極力保存されることが求められ、歯髄細胞の組織修復力を利用した直

接覆髄法として、MTA セメントが広く用いられている。これまでの研究では、水酸化カルシ

ウム製剤よりも封鎖性に優れ、修復象牙質形成能が高いとされている。直接覆髄による修復

象牙質形成過程では２つの現象が生じている。第一段階は、MTAセメントによるアルカリ環

境が細胞死を惹起し、マクロファージが壊死細胞を処理する過程である。第二段階は、歯髄

の組織幹細胞が硬組織形成細胞に分化して Dentin Bridgeを形成する過程である。しかしなが

ら、これらの２つの過程は別々にとらえられており、マクロファージと組織幹細胞の関連性

は解明されていない。近年の免疫学の進歩により、マクロファージは機能的にM1とM２の

２種類が存在することが報告され、M1 マクロファージは炎症時に働き、バクテリアやウイ

ルスなどの病原体の排除に関わっている。一方、M2 マクロファージは組織常在型で免疫反

応を抑制し、創傷治癒に重要な役割を担っている。歯髄組織には間葉系細胞に加えて樹状細

胞やマクロファージが存在するが、その機能は死細胞や異物の処理と考えられており、歯髄

領域でのM2マクロファージの概念は、いまだ報告されていない。 

 
２．研究の目的 
 歯髄組織には象牙質様硬組織と骨様硬組織を形成する能力をもつ組織幹細胞が存在し、修

復象牙質形成において重要な役割を担っている。一方、歯髄組織には組織細胞に加えて樹状細

胞やマクロファージなども存在するが、それらの細胞の役割については不明のままである。近

年、組織常在型マクロファージがさまざまな生理活性物質を産生して、組織修復治癒において

重要であることが報告されている。これらのことから、歯髄組織においても、組織修復に積極

的に寄与する組織常在型 M2 様マクロファージが、直接覆髄後の修復象牙質形成過程におい

て生理活性物質を産生して、歯髄幹細胞ニッチに作用し、修復象牙質形成細胞への分化を誘導

するという仮説をたてた。本研究は、① 直接覆髄後の M2 様マクロファージの局在変化を明

らかにする、② M2 様マクロファージが産生する生理活性物質について解析する、③ 生理活

性物質が歯髄の組織幹細胞から修復象牙芽細胞への分化を誘導する機構を解明し、新しい歯髄

組織治癒・修復法開発への糸口を見出すことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
１）直接覆髄後の修復象牙質形成過程の組織学的解析 

 マウスの上顎第一臼歯にラウンドバーにて窩洞形成して露髄させ、MTA セメントを用いた

直接覆髄を施し、グラスアイオノマーセメントにて窩洞を充填した。術後 1日、4日、7日、

14日、28日の上顎骨を採取し、以下の形態学的観察に用いた。 

①マイクロ CTによる解析 

 マイクロ CTにて歯髄内における硬組織形成の有無を確認し、経時的に形態計測を行った。 

②組織学的解析 

 上顎骨を 10％EDTAで 4℃、2週間脱灰し、脱水後、パラフィンに包埋した。厚さ 4mを作

製し、HE染色にて組織学的に観察した。 

③免疫組織化学的解析 

 マクロファージのマーカーとして F4/80、CD206、骨芽細胞分化マーカーとして Osterix 、

古典的Wntシグナル経路のマーカーとしてWnt3a、Wnt10a、-catenin局在を免疫組織化学的



に検出した。 

２）直接覆髄後の歯髄組織における遺伝子発現 

 組織学的に直接覆髄後 14日に多数の Wnt10a陽性マクロファージがみられたことから、直

接覆髄後 14 日の歯髄組織から mRNA を抽出し、real-time PCR 法にて Wnt10a 発現を解析し

た。  

３）クロドロネート投与によるマクロファージ枯渇実験 

 修復象牙質形成におけるマクロファージの役割を明らかにするため、予備実験としてマウス

にクロドロネート‐リポソームを投与し、歯髄組織におけるマクロファージ分布について解析

した。また、クロドロネートが作用しているかについては脾臓を採取して、F4/80 陽性マクロ

ファージを PBS‐リポソーム投与群と比較した。 

４）歯髄細胞の象牙芽細胞分化についての in vitro系による解析 

 マウス切歯から歯髄細胞を採取し、石灰化誘導培地にて培養し、アルカリホスファターゼ染

色、アリザリンレッド染色にて、象牙芽細胞様細胞への分化を確認した。また、培養過程にお

いて mRNAを抽出し、DSPP、Wnt3a, Wnt10a発現を real-time PCRにて解析した。 

５）Gli1-Cre-ERT2-Tomatoマウスを用いた細胞系譜解析 

 Gli1-Cre-ERT2-Tomatoマウスにタモキシフェンを投与し、投与 0、3、14、28日後に試料を

採取し、非脱灰凍結切片を作製して Tomato陽性細胞の分布を検索した。また、歯根膜細胞を

分離し、骨芽細胞誘導培地、軟骨細胞誘導培地、脂肪細胞誘導培地で分化誘導して Gli2陽性

細胞の多分化能について解析した。 
 
４．研究成果 

１）直接覆髄後の修復象牙質形成過程の組織学的解析 

①マイクロ CTによる解析 

 修復象牙質が形成されているかを確認す

るため、マイクロ CT にて歯髄内における硬

組織形成の有無を経時的に観察し、画像解析

を行った。直接覆髄後 14 日目には覆髄部直

下の近心壁に不透過像がみられ、28日目では

露髄部全体を覆う不透過像が認められ、修復

象牙質形成が生じていることが示唆された。

また、形態計測による定量結果から 14日目、

28 日目で修復象牙質が増加していることが

わかった（図１）。 

②組織学的解析 

 H-E染色による組織学的観察により、4日目、

７日目では修復象牙質の形成は認められず、14

日目になると覆髄部直下の近心壁に修復象牙質

の形成が認められた。28日目に至ると露髄部全

体を覆うデンティンブリッジが形成されてお

り、マイクロ CT所見を裏付ける結果が得られ

た（図２）。また、デンティンブリッジは既存の

象牙芽細胞により形成された reactionary dentin

図１ 直接覆髄後のマイクロ CT解析 

図２ 修復象牙質形成過程の組織像 



と reparative dentinから構成され、後者は直接覆髄後に歯髄細胞から分化した修復象牙芽細胞

により形成されると考えられた。また、直接覆髄 14日後の歯髄内には MTAセメントを取り

込んだ細胞が多数みられた。 

③免疫組織化学的解析 

 正常歯髄においては、Wnt 関連分子の局在はほとんど認められなかった。直接覆髄後４お

よび７日では、覆髄部周辺の象牙芽細胞と歯髄細胞にWnt3a、Wnt10aの陽性反応が認められ、

象牙芽細胞と歯髄細胞の核が β-catenin陽性反応を示した。これらのことから、直接覆髄後の

早期では、象牙芽細胞と歯髄細胞由来のWnt3a、Wnt10aが象牙芽細胞活性化と修復象牙芽細

胞分化に関与していることが示唆された。また、直接覆髄後 28日目では覆髄部直下のデンテ

ィンブリッジの表面に配列した象牙芽細胞と修復象牙芽細胞の核に β-catenin と Osterix 局在

が認められた。 

デンティンブリッジ形成過程におけるマクロ

ファージの関与を明らかにするために F4/80

陽性マクロファージの分布を検討した。歯髄内

には F4/80陽性マクロファージが存在し、14日

後にはMTAセメントを取り込んだ F4/80陽性

マクロファージが多数みられた。また、MTAセ

メントを取り込んだ細胞の一部はWnt10a陽性

を示した（図３）。M2 マクロファージのマー

カーである CD206 局在を検討したところ、

Wnt10a を発現するマクロファージは CD206 陰性であることから、従来の分類による組織修

復型マクロファージとは異なるマクロファージのサブタイプに属するものと考えられた。 

 F4/80 陽性マクロファージと Wnt10a 陽性マクロファージの歯髄内における数を定量し、

F4/80陽性マクロファージは術前から覆髄後 28日にかけて歯髄内に多くの数が存在している

ことがわかった。一方、Wnt10a陽性マクロファージは、術前には全く認められず、7日目に

わずかに認められ、14日目にその数が上昇し、28日目には減少していた。この定量結果から

覆髄後 14日目に Wnt10aと F4/80を同時に発現しているマクロファージが多く存在している

ことが示唆された。 二重免疫蛍光染色にて確認したところ、14日目の歯髄には多くの F4/80

陽性細胞と Wnt10a陽性細胞が認められ、

それらが同一の細胞であることが確認さ

れた。さらに、14日目の歯髄細胞にはその

核に β-catenin局在を示す細胞が認められ、

これらは F4/80陽性細胞の近くに存在して

いたことから、F4/80 陽性マクロファージ

由来の Wnt10aが周辺の歯髄細胞に作用し

Wnt シグナル伝達系を活性化している可

能性が考えられた（図４）。 

 以上のことから、直接覆髄後の早期では

象牙芽細胞と歯髄細胞由来の Wnt3a、

Wnt10aがオートクリンに作用し、象牙芽細胞活性化と修復象牙芽細胞分化に関与していると

考えられた。また、直接覆髄後の後期では象牙芽細胞に加えマクロファージ由来のWnt10aが

周辺の歯髄細胞に作用し、修復象牙芽細胞分化に関与していることが示唆された。 

図３ 直接覆髄後のF/80マクロファージ局在 

図４ F4/80とWnt10a, β-cateninの二重免疫染色像 



２）直接覆髄後の歯髄組織における遺伝子発現 

 直接覆髄後１４日の歯髄組織から mRNA を回収して Wnt 関連 遺伝子の発現を real-time 

PCRにて検討し、Wnt10a発現の上昇傾向がみられた。しかし、mRNAの回収効率が悪く、統

計学的に有意差を認めるまでには至っていない。 

３）クロドロネート投与によるマクロファージ枯渇実験 

 修復象牙質形成過程におけるマクロファージの役割をさらに明らかにする目的で、クロドロ

ネート・リポソーム投与によるマクロファージ枯渇モデルの検討を行った。脾臓では PBS・リ

ポソーム投与群に比較し、クロドロネート投与群において F4/80 陽性マクロファージが枯渇し

ていることから、クロドロネート投与の効果が確認できた。しかし、骨組織においてはマクロフ

ァージおよび破骨細胞の減少が認められにもかかわらず、歯髄内では F4/80 陽性マクロファー

ジが多数認められた。原因としては、歯髄の血管からリポソームが漏出しない可能性、生理的条

件下では歯髄マクロファージの貪食能が低いことが考えられる。現時点では、歯髄組織において

マクロファージ枯渇環境を構築することは不可能であり、クロドロネート・リポソームによる実

験系は、直接覆髄後の修復象牙質形成過程におけるマクロファージの役割を解析する系には適

していないと考えられる。 

４）歯髄細胞の象牙芽細胞分化についての in vitro系による解析 

 デンティンブリッジを構成する reactionary dentin 形成には象牙芽細胞由来の Wnt3a と

Wnt10aの重要性が示唆されたことから、in vitro系で歯髄細胞を用いて検討を行った。マウス

切歯から歯髄細胞を採取し、石灰化誘導培地にて培養すると７日でアルカリホスファターゼ

陽性を示し、アリザリン レッド陽性の石灰化基質が誘導された。この実験系において、象牙

芽細胞分化における Wnt リガンドの役割を明らかにするために real-time PCR により解析し

たところ、DSPP発現上昇に伴いWnt3aとWnt10a発現を確認し、象牙芽細胞分化における内

在性のWntリガンドの 重要性が示唆された。 

５）Gli1-Cre-ERT2-Tomatoマウスを用いた細胞系譜解析 

 Gli1-Cre-ERT2-Tomato マウスを入手し、タモキシフェン投与後の Gli1 発現細胞動態を検

索した。歯根膜に多数の Gli1 発現細胞が存在し、その一部は細胞増殖活性を有しており、

Osterix陰性であることがわかった。また、タモキシフェン投与後 28日では Gli1発現細胞由

来細胞が、Osterix陽性の骨芽細胞やセメント芽細胞に分化していることが確認された。さら

に、歯根膜組織から Gli1発現細胞を採取し、in vitroにて解析したところ CFU形成能が高く、

骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分化能を有していることが明らかとなった。これらのこと

から、Gli1-Cre-ERT2-Tomatoマウスは歯周組織の再生医療を目指した基礎的研究に有用であ

ると考えられる。 

 マウスでの直接覆髄の実験系が確立できたことから、直接覆髄後の歯髄細胞から修復象牙芽

細胞分化する過程について細胞系譜解析を行う予定であったが、歯髄内での Gli1陽性細胞が少

ないことから、Gli1-Cre-ERT2-Tomatoマウスの実験系は中断している。 

 マウス臼歯を用いた直接覆髄モデルを実体顕微鏡下で行うことにより、その術式を確立し、

マイクロ CTと HE染色による組織学的な検討とWnt関連分子の免疫組織学的解析を行った。

MTA セメントを取り込んだマクロファージに Wnt10a 局在がみられたことはデンティンブリ

ッジ形成過程に おいて、マクロファージが Wnt10a を発現することにより、修復象牙質形成

に深く関わっていることが明らかとなった。この現象についてはこれまで報告がなく、新知見

であり今後の歯髄保存療法に多くの示唆を与えるものである。 
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