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研究成果の概要（和文）：マウス切歯より歯髄を採取し、培養歯髄細胞が有する各種の特異形質

を RT-PCR法により解析した。さらに、コラーゲンスポンジに浸漬して培養した歯髄細胞を、重

度免疫不全マウス筋膜下に埋入し、その硬組織形成能について検討した。これらの歯髄細胞は、

マウス頭蓋骨由来の骨芽細胞と比較して ALP活性が著しく高く認められ、カルシウムチャネル

である annexin A8およびリン酸トランスポーターである Slc20a2 mRNAの高い発現が認められ

た。軟エックス線撮影において、培養歯髄細胞の埋入部位に硬組織様の不透過像が認められ、

組織学的に ALP強陽性の骨芽細胞様の細胞と同部位に近接して酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ

(TRAP)陽性の破骨細胞様細胞も認められた。 

 

研究成果の概要（英文）：Dental pulp cells are considered to be a promising tool for the 

regeneration of hard tissues, due to their multipotency. The goal of the present study is to 

establish a simple method of regenerating hard tissue using dental pulp cells. Toward this 

end, we characterized dental pulp cells in comparison with osteoblasts and explored the 

mechanism of calcification. Mouse dental pulp cells exhibited strong alkaline phosphatase 

and extracellular matrix calcification activity even in the absence of exogenous rhBMP-2. A 

Genechip analysis showed the overall gene expression in dental pulp cells to be similar to 

that in osteoblasts, though dental pulp cells expressed higher levels of BMPs, annexin A8 

(a Ca channel), and solute carrier protein 20a2 (Slc20a2) (a Pi transporter) than osteoblasts. 

The transplanted dental pulp cells into immunodeficiency mice exert bone regenerative 

activity in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

厚生労働省による患者調査概況（平成 17

年度）によると、総患者数における傷病分類

の第１位が「歯および歯の支持組織の疾患」

（約 986万人）であり、口腔の機能障害や審

美障害を回復する社会的要請が高い。 

しかしながら、現在の歯科治療技術におい

ては、これらの障害を回復させることができ

ない症例も多数存在することも事実である。 

そこで、歯髄や歯根膜細胞を用いた細胞移

植療法を推進することにより、歯周病などが

原因となる自然修復されない骨欠損や口腔

機能の回復のために骨増生が必要な症例に

対して、自己間葉系細胞移植術の確立を目指

す。また、口唇口蓋裂の小児患者における先

天的骨欠損の修復のための新規治療法の開

発にもつながると考えている。 

 

２．研究の目的 

現在、再生医療の材料としては、胚性幹細

胞（ES細胞）や人工多能性幹細胞（iPS細胞）

に注目が集まっている。しかしながら、これ

らの細胞を用いた再生医療においては、実用

化に際して乗り越えなければならない壁が

存在する。 

一方、「歯髄」「歯根膜」は、脱落乳歯や歯

科矯正治療における便宜抜去歯などから容

易に採取可能であり、自己移植材料として有

用と考えられる。 

近年、脱落乳歯や抜去歯を液体窒素中に保

存することにより、将来生じる骨欠損部への

移植材料として保存するバンキング医療産

業も確立しつつある。 

我々はこれまでに、マウスの下顎前歯から

採取した歯髄および歯根膜組織を用いた簡

便な培養方法の確立を目指してきた。本研究

では、これらの培養系をさらに発展させ、歯

髄細胞と歯根膜細胞の有用性を明らかにす

ることを目的として、臨床応用に向けた基礎

的研究として遂行する。 

 

３．研究の方法 

マウスから採取した歯髄細胞は、骨芽細胞

と比較して著しく高いアルカリホスファタ

ーゼ活性を有している。歯髄および歯根膜は

in vivoにおいて石灰化しない組織である。

しかし、これらの培養細胞の移植により骨形

成が可能となる。この理由としては、これら

の組織には石灰化阻害因子が存在する可能

性がある。 

そこで、マウス由来の歯髄・歯根膜・歯槽

骨から RNAを調製し、マイクロアレイ解析を

行うことにより、骨形成促進および阻害因子

候補をスクリーニングする。 

 

４．研究成果 

歯髄は、脱落乳歯や歯科矯正治療における

便宜抜去歯などから容易に採取可能であり、

自己移植材料として有用と考えられる。近年、

脱落乳歯や抜去歯を液体窒素中に保存する

ことにより、将来生じる骨欠損部への移植材

料として保存するバンキング医療産業も確

立しつつある。我々は、歯科矯正の際に行わ

れる便宜抜去により得られた歯から歯髄組

織を取り出し、細切した組織をコラーゲンゲ

ル内に埋入し歯髄組織からの細胞増殖を期

待した。その結果、十分な数の歯髄由来の細

胞を得ることが出来た。 

歯髄細胞は骨芽細胞と比較して、著しく高

いアルカリホスファターゼ活性を有し、骨誘

導因子（BMP）の非存在下で石灰化可能であ

ることを見出した。 

また、マウス由来の歯髄細胞、骨芽細胞お

よび骨髄間質細胞から RNAを調製し、マイク

ロアレイ解析を行うことにより、骨形成促進

および阻害因子候補をスクリーニングして

きた。その実験結果から、歯髄細胞の有する

高い石灰化能力は、カルシウムチャネル

(Anxa8) や リ ン 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー

(Slc20a2)の高発現、一方、MGPやピロリン酸

合成酵素(ENPP1)の低発現などに起因する可

能性が示された。 



アルカリホスファターゼ、リン酸トランス

ポーター(Slc20a2)、カルシウムチャネル

(Anxa8)の機能発現は、局所におけるカルシ

ウムとリン酸の集積を惹起し、ヒドロキシア

パタイト結晶を形成させると推測される。今

回の研究においては、本来は石灰化しない組

織を構成する歯髄細胞が in vitro で獲得す

る高い石灰化活性の制御機構について突破

口を開いた。 

将来的にこれらのヒト由来の細胞を再生

医療の材料として応用するために、ウシ胎児

血清（FBS）と共に、ヒト間葉系幹細胞培養

用に開発された無血清培地（STEM PRO）を使

用して培養を行った。さらに、歯髄細胞の対

象群として、ヒト胎児由来間葉系初代細胞

（市販）を上記の条件で培養し、比較検討し

た。その結果、ヒト歯髄細胞において強いア

ルカリホスファターゼ活性を示すことが明

らかとなった。ウシ胎児血清（FBS）のみな

らず、無血清培地（STEM PRO）においても歯

髄細胞の強いアルカリホスファターゼ活性

が認められた。石灰化能を検討するために、

βグリセロリン酸とアスコルビン酸を添加

した培養液にて 4週間培養したそれぞれの細

胞に対してアリザリンレッド染色を行った。

その結果、ヒト歯髄細胞のみならず歯根膜細

胞においても強い石灰化が認められた。以上

の実験結果を踏まえて、ヒト歯髄細胞を免疫

不全マウス（RAG-1欠損マウス）に移植して、

硬組織形成能を解析する実験を現在行って

いる。 
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