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研究成果の概要（和文）： 

 再生歯髄組織に正常な免疫系を保持するための検索を行った。ラット臼歯を顎骨ごと組織培

養し、組織中の常在性マクロファージおよび樹状細胞の動態を、レーザーキャプチャーマクロ

ダイゼクションなどの手法を用い分子生物学的・免疫組織化学的に検索し、常在性マクロファ

ージが、組織の炎症において、重要な働きを行っていることを報告した。また、スキャホール

ドへ幹細胞を移植し、再生歯髄組織内において、少なくとも２種類（貪食細胞、抗原提示細胞）

のマクロファージが、幹細胞より分化することを、免疫組織学的、分子生物学的に同定した。

さらにこれらのマクロファージは、再生歯髄組織の成熟とともに、貪食細胞から抗原提示細胞

へと分化し、再生組織の恒常性の維持に関与することを報告した。これらの結果は，再生歯髄

組織中に、正常免疫機能を保持した歯髄組織を再生可能であることを示唆している。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 Molecular biological analysis was performed to engineer dental pulp tissues with normal 

immune systems in rat molar. First, I identify that resident macrophages are one of the key 

functions to manage during dental initiate dental pulp inflammation. Second, I 

demonstrate the two types of macrophage lineage cells in the engineered pulp tissues. 

These macrophage subpopulations distribute with regional variations and show different 

activation levels in different areas of engineered tissues to maintain the engineered dental 

pulp tissues. Taken together, these results strongly suggested a possibility to engineer 

dental pulp tissue with normal immune systems. 
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１． 研究開始当初の背景 

 歯髄の外来侵襲に対する防御能は極めて
低く，歯髄に細菌感染が生ずるとほとんどの
症例で全部性歯髄炎となり，さらには根尖性
歯周炎に至ることが多い．そのため，歯髄に
炎症が起きると，ほぼ全てのケースにおいて，
歯内治療として歯髄を除去する抜髄処置が
行われている．抜髄された歯は失活歯となり，
生活歯よりも強度が弱くなるために，破折を
起こしやすく，口腔内での残存年数が生活歯
よりも短くなる．しかし，除去された歯髄組
織を，人工的によみがえらすことができると，
歯の生活力は復活して強度が向上し，歯の残
存期間が延長すると考えられる．また患者の
生活の質も向上する． 

 申請者は，これまでに，米国ミシガン大学
との共同研究において，ヒト幹細胞とヒト血
管内皮細胞を用い，ヒト抜去歯の歯髄腔内に，
正常歯髄組織に形態学的・組織学的に類似す
る歯髄組織を再生することに世界で初めて
成功した． 

 また申請者は，腫瘍血管新生について検索
を行い，血管内皮細胞の特定遺伝子(Bcl-2)
の発現量を変化させると，腫瘍細胞の特定遺
伝子(Bcl-2, CXCL8, CXCL1)の発現量に影響
を及ぼすことを報告した．さらに，血管内皮
細胞の遺伝子発現量の変化は，腫瘍細胞の増
殖能にも影響を与えた．以上より，血管内皮
細胞の遺伝子発現を調整することで，腫瘍を
縮小できることを世界で初めて報告した．さ
らに申請者は，歯の周囲組織における樹状細
胞の存在を世界で初めて同定するとともに，
これら樹状細胞の機能を分子生物学的に検
索した． 

 そこで，本研究では，これまでの歯髄組織
の再生，血管新生，そして歯髄および歯周組
織の免疫防御能という，３つの研究を統合し
発展させ，正常免疫機能を保持した歯髄組織
を再生することを目標とし，将来の臨床の礎
となるべく研究を行うことを目的とした． 

 

２． 研究の目的 

 これまでに申請者は，ヒト抜去歯の歯髄腔
内に歯髄組織を再生することに成功した．そ
こで本研究では， in vivo（生存しているラ
ット臼歯）における歯髄組織の再生を目指し，
歯髄組織を除去したラット臼歯の歯髄腔内
にラット幹細胞などの培養細胞を移植し，歯
髄組織を再生することを目的とする．さらに
本研究では，正常組織と同様の免疫防御能を
保持した組織の再生を目指す． 

 

３． 研究の方法 

 

［１年目］平成２１年度 

実験１：正常ラット歯髄の有する機能の検索

（予備実験１）． 

 ラットの臼歯歯髄組織を検索対象とした．
スライサーにより，歯を歯軸の方向に垂直に
ラット抜去歯を薄切後，レーザーマイクロダ
イゼクションにより，象牙芽細胞層と歯髄の
中心部を別々に採取し，RNA を抽出した．象
牙 芽 細 胞 特 有 の 遺 伝 子 dentin 
sialophosphoprotein gene (DSPP)などの遺
伝子の発現を， real-time PCRにより検索し，
定量した．免疫組織化学染色および，透過型
電子顕微鏡による，歯髄細胞の形態観察を行
った． 

実験２：正常ラット歯髄の有する再生能・免
疫能の検索（予備実験２）． 

 ラットの臼歯歯髄組織を検索対象とした．
ラット下顎臼歯を下顎骨より抜去後，歯根部
を除去し，培養液中で，１−７日間培養した．
一定期間経過後の象牙芽細胞・免疫担当細
胞・血管内皮細胞などの形態学的変化・遺伝
子発現量の変化を，免疫組織化学的・分子生
物学的に検索した． 

実験 2：血管内皮細胞に速やかに血管新生を
起こさせるための因子の検索 

 血管内皮細胞  (rat dermal vascular 
endothelial cell を使用)とラット歯髄幹細
胞を共培養した際に，最も血管内皮細胞の増
殖能や活性化を高める因子を分子生物学的
に検索した． 
 

［２年目］平成２２年度 

実験 3：再生歯髄組織に正常な免疫系を保持
するための検索 

 薄切したラット抜去歯の歯髄腔内に，幹細
胞・血管内皮細胞・樹状細胞またはマクロフ
ァージを移植し，さらにその薄切抜去歯を培
養液中またはマウス皮下にて培養し，得られ
た組織を免疫組織化学的・分子生物学的に検
索した．また，幹細胞または血管内皮細胞と，
樹状細胞またはマクロファージの，いずれか
２群の細胞を共培養することで，それぞれの
細胞が多種の細胞に与える遺伝子的な影響
を分子生物学的に検索した． 

実験４：幹細胞を移植したラット抜去歯の，
マウス背部皮下への移植実験． 

 ラット血管内皮細胞とラット幹細胞を使
用する．歯軸の方向に垂直に抜去歯を薄切し，
その後，歯髄腔内に Porous poly (L-lactic 
acid) scaffoldを作製した．血管内皮細胞と
幹細胞を混合した細胞群と，あるいは幹細胞
のみの細胞群を，scaffoldに移植する．細胞
を移植した scaffold を，さらにマウスの背
部皮下に移植し，最も効率よく再生する為の
因子を分子生物学・免疫組織学的に検索を行
った． 

 
［３年目］平成２３年度 

実験５：生活ラット臼歯における歯髄組織の



 

 

 

 
再生 

顕微鏡下において，ラット下顎臼歯の冠部歯
髄をラウンドバーにより露髄させ，冠部歯髄
を除去した．血管内皮細胞と幹細胞を混合し
た細胞群と，あるいは幹細胞のみまたは血管
内皮細胞のみの細胞群を，それぞれ歯髄除去
部分に移植し，コンポジットレジンを用いて
露髄部分を封鎖した．再生した組織に対して，
免疫組織学的，および分子生物学的に検索を
行った．  

 
４． 研究成果 
 再生歯髄組織に正常な免疫系を保持する
ための検索を行った。ラット臼歯を顎骨ごと
組織培養し、組織中の常在性マクロファージ
および樹状細胞の動態を、レーザーキャプチ
ャマクロダイゼクションによる手法などを
用い分子生物学的・免疫組織化学的に検索し、
常在性マクロファージが、組織の炎症におい
て、重要な働きを担っていることを報告した。 
 また、ラット臼歯に実験的歯髄炎が起こし
た 場 合 、 ラ ッ ト 視 床 内 に
N-methyl-d-aspartate レセプターの活性化
および常在性抗原提示細胞であるグリア細
胞（ミクログリア、アストロサイト）の活性
化が起こることを報告した。 
 また、スキャホールドへ幹細胞を移植した
ところ、再生歯髄組織内において、マクロフ
ァージが、幹細胞より分化することを、免疫
組織学的、分子生物学的に同定した。さらに
これらのマクロファージは、再生歯髄組織の
成熟とともに、貪食細胞から抗原提示細胞へ
と分化し、再生組織の恒常性の維持に関与す
ることを報告した。 
 以上の結果は，再生歯髄組織中に、正常免
疫機能を保持した歯髄組織を再生可能であ
ることを強く示唆している。 
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