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研究成果の概要（和文）： 

未だマクロファージ (Mφ)の分化、機能については議論の的となっており、統一された見解は

ない。歯髄内において常在性 Mφの存在はよく知られているが、その場で増殖・分化するか、

或いは血流を介して供給されるかは不明である。本研究では、正常 ICRマウスの発生過程にお

ける歯髄内常在性 Mφの増殖・分化について、in vivo および、血流を完全に遮断した器官培養

系（in vitro）を用いて解析を行った。 

in vivo では生後 0 日から生後 5日、in vitro は胎生 16 日下顎第一臼歯歯胚を摘出し 14 日ま

で培養を行った。さらに、増殖・分化因子の影響を調べるため M-CSF中和抗体を用いた器官培

養も行い、4%パラホルムアルデヒド固定、EDTA 脱灰後、凍結包埋を行った。各々の試料は、H-E

染色、Mφ抗体である F4/80、CD68を用いて免疫組織染色を行った。また、in vivo および、培

養歯胚より実体顕微鏡下で歯乳頭、あるいは歯髄を分離し、Mφの増殖・分化に関する因子の検

出のため M-CSF や GM-CSF等の mRNA発現を RT-PCRを用いて検索した。 

歯髄内の F4/80+、CD68+ Mφ数は in vivoと in vitro で経日的に増加し、両者とも類似した成

長曲線を示した。RT-PCR 分析では、両者で GM-,G-CSF mRNA の発現は弱かったものの、それぞ

れの歯乳頭、歯髄より GM-,G-,M-CSFの mRNA発現が認められた。M-CSF mRNA は最も強く恒常的

な発現を示した。M-CSF 中和抗体を用いた器官培養系においては歯髄内常在性 Mφの増殖抑制を

示した。M-CSF は、歯髄常在性マクロファージの発現に対する可能性が高い分子である可能性

がある。そして、血清因子は、直接常在性マクロファージの発現に作用する可能性はない。こ

れらの結果より、歯髄常在性 Mφは歯髄内で増殖・分化することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 It is well recognized that resident macrophages exist in the dental pulp.  However, it is uncertain 

whether these macrophages proliferate and differentiate in the dental pulp in situ, or whether they 

constantly migrate from the blood stream into the dental pulp.  In this study, we examined and 

compared the development of dental pulp macrophages in an organ culture system by using in vivo tooth 

organs to clarify the developmental mechanism of these macrophages. The first mandibular molar tooth 

organs from the ICR strain mice aged between 16-days of gestation (E16) to 5-days postnatal (5dPN) 

were used for in vivo experiments.  The E16 first mandibular molar tooth organs were cultured for up 

to 14 days with or without 10% fetal bovine serum.  Dental pulp tissues were analyzed with 
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immunohistochemistry to detect the macrophages and with RT-PCR for the detection of factors related 

to the macrophage development.  The growth curves for the in vivo- and in vitro-cultured cells revealed 

similar numbers of F4/80
 
positive

 
macrophages in the dental pulp.  RT-PCR analysis indicated the 

constant expression of M-CSF in both in vivo- and in vitro-cultured dental pulp tissues.  Anti-M-CSF 

antibodies significantly inhibited the increase in the number of resident macrophages in the dental pulp.  

These results suggested that (1) most of the dental pulp macrophages proliferated and differentiated in 

the dental pulp without a supply of precursor cells from the blood stream, (2) M-CSF might be the 

candidate molecule for the development of dental pulp macrophages, and (3) serum factors might not 

directly affect the development of the macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 

マクロファージは 1892 年 Metchnikoff によ

って命名され、その後、Aschoff—清野の細網

内皮系統学説、1970 年以降は van Furth ら

の単核性食細胞系学説のもと単球に由来す

る細胞として位置づけられてきた。しかしな

がら現在まで、その発生、分化については未

だ論争が続いている。更に、系統発生、個体

発生のみならず一個体内における膨大なマ

クロファージの役割にも多くの未解決な問

題が残されたままである。マクロファージに

は組織内に存在している組織常在性マクロ

ファージと炎症等により誘導されてくる浸

出性マクロファージが存在するが、現在主流

をなしているvan Furthらによる単核性食細

胞系学説によれば、全てのマクロファージは

血管内から血管外に流出した単球が分化し

たものであり、マクロファージの局所組織内

における増殖に関してはこれを基本的に否

定している。 

 歯髄内には多くのマクロファージが存在

することが知られている。また、近年の我々

の研究により、歯冠歯髄と歯根歯髄内におけ

るマクロファージの局在が異なること、更に

は歯の発生過程における歯髄内マクロファ

ージの免疫組織学的解析から、歯髄組織内で

マクロファージが分化している可能性を示

す所見を得た。エナメル質を除く他の歯の組

織は神経堤細胞由来であるとされている。歯

髄組織に存在するマクロファージが van 

Furth らの主張する単球由来であるのか、他

の中胚葉由来間葉細胞或いは神経堤細胞に

由来するのかに関しても現在まで明確なデ

ータはない。歯は器官培養により、その組織



形態を in vivo の形態と近いものに再現でき

る優れた器官でもある。器官培養時には生体

から歯胚を取り出すために、器官培養系では

造血組織からの単球の供給を否定すること

ができる。このように、個体発生、移植系並

びに器官培養法を用いて歯髄内に定着する

マクロファージの動態を解析することは、こ

れまでのマクロファージの論争に答えを示

す有力な組織と考えられる。 

２．研究の目的 

歯髄内に存在するマクロファージが血流を

介して供給されるの単球由来の細胞である

のか、あるいは歯髄組織内で増殖•分化する

のかについて血流を遮断した状態となる歯

胚の器官培養系を用いて免疫組織化学的に

解析するとともに、増殖•分化に関与する増

殖因子についてもあわせて解析を行う。 

 

３．研究の方法 

使用マウス：ICR 系マウス 

In vivo における解析 

○免疫組織学的解析 

胎生期から生後６週までの下顎第一臼歯（歯

胚）を用いて、歯髄内マクロファージを各種

抗マクロファージ抗体（F/80, MOMA-1, 

MOMA-2, BM8, CD14, CD68, Ia 等）を用い

て、染色を行い、経時的なマクロファージの

局在、性状の変化を解析する。 

○BrdU ラベル歯髄の免疫組織学的解析 

BrdU により歯髄増殖細胞をラベルし、BrdU

とマクロファージ抗体による二重免疫組織

染色を行い、マクロファージの歯髄内におけ

る増殖について解析を行う。 

○超微形態学的解析 

歯髄内におけるマクロファージの超微形態

学的構造を解析し、過去の報告との整合性を

図る。 

○歯髄内におけるマクロファージ増殖、分化

制御因子の解析 

マクロファージの増殖、分化制御に関与する

サイトカイン mRNA (M-CSF, GM-CSF. 

IFN-,IL-6 等) の発現、局在を PT-PCR と in 

situ hybridization により解析を行う。 

器官培養系を用いた解析 

○免疫組織学的解析 

胎生 14 ないし 16 日の歯胚を器官培養し、そ

の培養過程の歯胚おけるマクロファージを 

各種抗マクロファージ抗体を用いて、染色を

行い、経時的なマクロファージの局在、性状

の変化を解析し、in vivo における結果との比

較検討を行う。 

○BrdU ラベル歯髄の免疫組織学的解析 

BrdU により歯髄増殖細胞をラベルし、BrdU

とマクロファージ抗体による二重免疫組織

染色でマクロファージの歯髄内における増

殖について解析し、in vivo における結果との

比較検討を行う。 

○超微形態学的解析 

歯髄内におけるマクロファージの超微形態

学的構造を解析し、in vivo における結果との

比較検討を行う。 

○歯髄内におけるマクロファージ増殖、分化

制御因子の解析 

マクロファージの増殖、分化制御に関与する

サイトカインmRNAの発現と局在を解析し、

in vivo における結果と比較検討を行う。 

 
４．研究成果 

 In vivo における解析では、胎生 16 日の歯

胚では、F4/80, ER-MP20, 並びに ER-MP58 陽

性細胞は認められるが、CD68 陽性細胞は認

められなかった。経日的に F4/80 と CD68 陽

性細胞は増加したが、ER-MP20 と ER-MP58

陽性細胞は増加しなかった（図１A, D）。歯

胚培養系においても同様の結果が認められ

た（図１B, C, E, F）。 

 歯髄内でマクロファージが増殖している



かについて PCNA と F4/80 による二重染色を

行ったところ、共陽性細胞が認められたこと

から、歯髄内で増殖していることが示された

（図２）。 

 

 次に、分化•増殖に関与する因子について

PT-PRC を用いて解析したところ、GM-CSF

と M-CSF が強い発現を示した（図３）こと

から、M-CSF の中和抗体を用いて器官培養し

たところ、マクロファージの増殖・分化が抑

制された（図４）。 

 

 以上の結果から、歯髄常在性マクロファー

ジは歯髄内で分化•増殖することが明らかと

なった。また、その分化•増殖を促す因子と

して、M-CSF が重要であることも合わせて明

らかとなった。 
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