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研究成果の概要（和文）： 小児の歯の外傷では完全脱臼の頻度が高いが、歯根完成歯では再植後の歯髄再生は
期待できない。今回、再植時に髄床底部への意図的穿孔形成を行うことで早期の歯髄再生を誘導する新手法を検
討した。
 深麻酔下で3週齢マウス上顎第一臼歯を抜去後，髄床底に穿孔形成したのちに抜歯窩に再植し，歯髄治癒過程を
解析した。その結果，穿孔部から早期の血行回復が起こり，術後3～5日の歯髄内アポトーシスの減少と細胞増殖
活性の有意な増加を認め，また、Nestin陽性率および歯冠部の第三象牙質形成が増加した．従って，髄床底部へ
の意図的穿孔形成が早期の血行回復を促し，歯髄静的幹細胞を賦活化し，歯髄治癒を促進することが示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：Avulsion is frequent in pediatric dental trauma, and pulp regeneration isn't
 expected in mature teeth after tooth replantation. In this study, we developed a new technique to 
induce pulp regeneration after replantation by intentionally perforating the floor of the pulp 
chamber.
　Maxillary first molars of three-week-old mice were extracted, and the floor of the pulp chamber 
was perforated with a carbide bur before replantation. The results suggest that early establishment 
of revascularization via the perforation reduced the number of apoptotic cells in the pulp chamber, 
and that significantly more quiescent stem cells survived in the pulp tissue to actively 
proliferate. The positive rate of Nestin was significantly increased and the formation of third 
dentin in the crown was also increased. Thus, the results suggest that intentional perforation of 
the pulp floor promotes pulpal healing by early restoration of blood circulation and activation of 
pulpal quiescent stem cells.

研究分野：小児歯科学

キーワード： 歯髄幹細胞　歯髄再生　再植　アドレナリン受容体作動薬　GFP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児は頭部が相対的に大きく，転倒に対する防御能力が低いため，前歯部外傷の頻度が高いが，骨の柔軟性が高
いため，成人に多い歯根破折より完全脱臼の割合が高い．完全脱臼の新鮮例には再植が推奨され，根未完成歯で
は再植後，歯髄再生が期待できるが，歯根完成歯では歯髄再生は期待できない。また、歯の再植後に歯根吸収や
アンキローシスを惹起させないためにも、歯髄内に早期に象牙質形成を誘導することが重要であることから、本
研究は、小児の歯の完全脱臼後の再植を成功に導く新規治療法へと発展する可能性が高く、人為的に細胞・基質
間相互作用を調節することにより歯髄再生を促す歯髄再生療法の基盤構築にも繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  
 小児は頭部が相対的に大きく，転倒に対する防御能力が低いため，前歯部外傷の頻度が高いが，
骨の柔軟性が高いため，成人に多い歯根破折より完全脱臼の割合が高い．完全脱臼の新鮮例には
再植が推奨され，根未完成歯では再植後の歯髄再生が期待できるが，歯根完成歯では残念ながら
歯髄再生は期待できず，再植後に抜髄をするのが一般的である。これは、根完成歯では再植時の
血行回復が期待出来ないことに起因している。動物実験においても、移植歯に、より若い動物の
根未完成歯をドナーに用いることで歯髄再生が促進されることが証明されている。我々はこれ
までの研究で、マウス臼歯の再植前に意図的に歯根を切除すること、および偶発的な部分的歯根
破折が血行回復を容易にし、歯髄再生に促進的に働くことを明らかにした。しかし、歯根切除は
再植歯の歯根長の短縮をきたすこと、また、根尖部歯髄に存在する幹細胞 SCAP（Stem Cells 
from Apical Papilla）の喪失が、その予後にマイナスに働くことも明らかとなった。     
そこで、歯の再植後、早期の血行回復による歯髄治癒を促進するために、再植時に髄床底部に
意図的に穿孔する方法を考案した。 
一方、歯髄幹細胞には複数の亜集団が存在し、その中で reservoir/reserve 幹細胞集団と考え
られている Thy1陽性細胞は、成体では活性化の低い静的幹細胞であると考えられている。Paul 
Sharpeらは、齧歯類切歯を切断すると Thy1陽性細胞の活性化により切歯成長促進が起こるこ
と、さらにβ3アドレナリン受容体作動薬の全身投与で Thy1陽性細胞賦活化による切歯成長促
進が起こることを明らかにしている。しかし、これらの結果はヒトの歯とは異なる常生歯を用い
た研究結果であり、ヒトの歯と同様な齧歯類臼歯における知見はない。我々は、齧歯類臼歯にお
いても切歯と同様な歯髄静的幹細胞が存在することを示しており、臼歯においても神経伝達シ
グナルによる歯髄静的幹細胞活性化調節機構があると考え、外傷歯へのβ3アドレナリン受容体
作動薬応用の可能性に着目し、本研究計画の立案に至った。 
 
 
 
２．研究の目的 
  
 本研究課題は、歯根形成が完了している３週齢マウスを用いて、 
① 歯の再植時の髄床底部への意図的穿孔形成が早期の血行回復による歯髄治癒促進に寄与す
るのか、 
② 再植歯のβ3アドレナリン受容体作動薬溶液への浸漬が歯髄静的幹細胞賦活化に寄与するの
か 
を検証し、外傷歯における人為的血流調節と神経伝達シグナル調節による歯髄静的幹細胞活性
化機構を解明することを目的とする。 
 歯の再植後に歯根吸収やアンキローシスを惹起させないためには、歯髄内に早期に象牙質形
成を誘導することが重要であることから、本研究は、小児の歯の完全脱臼後の再植を成功に導く
新規治療法へと発展する可能性が高く、人為的に細胞・基質間相互作用を調節することにより歯
髄再生を促す歯髄再生療法の基盤構築にも繋がることが期待される。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）髄床底部穿孔形成歯の再植実験 
 
 深麻酔下で3週齢マウス上顎両側第一臼歯を
抜去後、左側（対照群：CG）は即時再植し、右
側（実験群：EG）は髄床底に直径 0.5 ㎜のカー
バイドバーで穿孔形成後に抜歯窩に再植した
（図１）。術後 3 日から 8 週まで経時的に 4%パ
ラホルムアルデヒド 0.1M リン酸バッファー溶
液で灌流固定後、上顎を一塊として摘出し、12
時間、同固定液にて浸漬した。μCT 撮影後、
10％EDTA 2NA 溶液を用いて 4 ℃、2週間脱 図１ 髄床底部穿孔形成歯の再植実験の模式図 

 3 週齢マウスの上顎第一臼歯を抜去後、注水
下で髄床底部をカーバイドバーで穿孔後、速や
かに再植する。 

歯髄幹細胞 



灰し、通法に従い 4μm 厚の矢状断パラフィン
切片を作製した。切片は HE 染色および免疫染
色は、Nestin, CK14, Ki-67 を用い、0.05% メ
チレンブルーで 対比染色後、光顕で観察した。
さらに、TUNEL assay によるアポトーシス解析
を行った．  
 
（２）再植歯のβ3 アドレナリン受容体作動薬
溶液への浸漬実験 
 
 (1)と同様な方法で穿孔形成を伴わない歯の
再植術を施すが、抜去歯を Hanks 液にβ3 アド
レナリン受容体作動薬（イソプロテレノール）
を添加した実験群と無添加の対照群に分け、5
分間浸漬後、再植し（図２）、(1)と同様な方法
で解析した。イソプロテレノールについては、
吸入用気管支拡張剤として医療用医薬品とし
て認可されているアスプール®液（0.5％イソプ
ロテレノール）を用い、アスプール®液 10mL＋
Hanks液 500mLを基準に濃度を変化させて効果
を検証した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 髄床底部穿孔形成歯
の再植実験 

再植後 3－7 日の EG（実験
群）と対照群（CG）の H＆Eお
よび Nestin 染色像を図３に
示す。 
再植後 3日では、EG と CG 共
に歯髄内に存在していた象牙
芽細胞は広範に変性してお
り、Nestin 陽性反応を消失し
ていた。 
 CG では歯冠部で Nestin 陽性
反応は観察されず、歯根部の一
部で Nestin 陽性細胞が配列し
ていた(b,c)。 
 EGでは髄角部を含む穿孔形成
部位付近に Nestin 陽性細胞が
配列していた(e,f)。 
術後 5日になると、CG では、
歯冠部の血液再灌流は完了し
ていないが、歯根部では血液再
灌流が起こっており Nestin 陽
性細胞が配列していた(a‐c)。
EG では穿孔形成部を介して血
液再灌流が歯髄全体に渡って
拡大していた(e, f)。 
術後 7 日では CG では歯冠部
での血液再灌流の進行に伴っ
て Nestin 陽性の象牙芽細胞様
細胞の配列が歯冠部にも拡大
しているが、髄角部付近での
Nestin陽性反応は一部分に留まっ
ていた(a-c)。EGでは歯髄内の血液
再灌流はほとんど完了しており、
Nestin陽性細胞も歯髄全体に渡っ
て配列しつつあり、髄角部まで
Nestin 陽性細胞が配列していた(d-f)。 

図２ 再植歯の3 アドレナリン受容体作動
薬溶液浸漬実験の模式図 
 3 週齢マウスの上顎第一臼歯を抜去後、
Hanks液に3アドレナリン受容体作動薬（イ
ソプロテレノール）添加した溶液に浸漬し、
再植する。 

3 アドレナリン受
容体作動薬への浸
漬 

再植 

歯髄幹細胞 

図 3  再植後 3-７日の H&E、Nestin染色（上段；

対照群 CG、下段；実験群 EG） 



図 4 に再植後 3‐7日の EG・CG の歯髄・
象牙質界面における Nestin 陽性率（左：
近心部、右：遠心部）を示す。EG の Nestin
陽性率は、術後５日目と７日目で近心部、
遠心部ともに CGに比べて高い傾向を示し
た。EG では、近心部、遠心部ともに術後
３日目と７日目間で Nestin 陽性率が有意
に増加していた(a, b)。 
 図５に再植後 3‐7日の Ki-67 陽性率、
図６に TUNEL 陽性率（図５，６ともに左図：
近心部、右図：遠心部、上段：歯冠部、下段：
歯根部）を示す。 
Ki-67 陽性率から、対照群に比較して，実
験群では再植後により早く，より高い細胞増
殖活性率のピークが確認された。 
TUNEL assay では，実験群の TUNEL 陽性
細胞率が術後 3 日目と 5 日目で対照群よ
りも低く，アポトーシスが抑制されているこ
とが明らかとなった。 
 
（２）再植歯のβ3アドレナリン受容体作動
薬溶液への浸漬実験 
 
Hanks液にイソプロテレノールを５～20％
の濃度で添加した溶液に，抜去歯を 5分間浸
漬後に再植し，2週後の治癒過程を解析した． 
予備実験では，Hanks 液のみの対照群に比
較して，10％実験群で Nestin 陽性率が高い
傾向がみられ，歯髄治癒が促進する可能性が
示唆されたが，その後の本実験では明らかな
差を認めなかった．今回の計画では、抜去後
そのまま浸漬したため、作動薬と歯髄の接触
面積が小さく、効果を確認できなかったものと
考えられ、今後、薬効を確認できる手法を検討
する必要があると思われた。 
 
 
まとめ 
髄床底穿孔群では、対照群に比較して，再植
後の血行回復がより早く，高い細胞増殖活性率
のピークが早期に確認されるとともに、アポト
ーシスは対照群よりも抑制されていることが
示された．従って，髄床底部への意図的穿孔形
成による早期の血行回復が,歯髄静的幹細胞の
細胞死を減少させ，歯髄治癒の促進に寄与して
いることが示唆された。 
一方、外傷歯へのβ3 アドレナリン受容体作
動薬については、今回の実験系ではその効果を
確認できなかったが、濃度・浸漬時間または薬
効を高める手技について、今後更なる検討が必
要である。 
 
 
 
 

図 4 EG（実験群）と CG（対照群）の歯髄象牙質

界面におけるNestin陽性率（近心根，遠心根） 

図 4  再植後 3-７日の歯髄・象牙質界面における

Nestin陽性率（左図：近心、右図：遠心、赤： 実験

群、青：対照群） 

図 5  再植後 3-７日の Ki-67 陽性率（左図：近

心 、右図：遠心、上段：歯冠部、下段：歯根部、

赤： 実験群、青：対照群） 

図 6  再植後 3-７日の TUNEL陽性率（左図：近

心 、右図：遠心、上段：歯冠部、下段：歯根部、

赤： 実験群、青：対照群） 
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