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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，象牙質・歯髄複合体の修復再生過程における歯髄細

胞の動態と象牙芽細胞への分化機構を解明することである。ラット臼歯の組織培養法を用いて

歯髄の変化を観察した結果，α-smooth muscle actin (SMA)陽性細胞が増殖することが示され

た。また歯髄の象牙芽細胞層下に Thy-1 陽性細胞が局在し，これらの細胞が高い硬組織形成能

を持つことが明らかにされた。歯髄組織に存在するこれらα-SMA 陽性，あるいは Thy-1 陽性細

胞が歯髄の修復再生過程に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate cellular events during pulp 
tissue repair and reparative dentin formation after tooth injury. The up-regulation of
α-smooth muscle actin (SMA) was characteristically observed in fibroblastic cells in 
an organ culture system of rat molar. Thy-1-positive dental pulp cells localized in the 
subodontoblastic layer had the ability to differentiate into hard tissue-forming cells. 
The α-SMA-positive and/or Thy-1-positive cells may play a role in tissue repair and 
regeneration of dental pulp. 
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１．研究開始当初の背景 
 歯髄組織はう蝕や修復処置などの物理的
化学的刺激により象牙質を修復再生する能
力を有しているが，そのメカニズム，特に歯
髄細胞から象牙芽細胞への分化誘導機構に
関しては不明の点が多い。近年，歯髄組織幹
細胞／前駆細胞の存在が報告され，これらの
細胞が様々な刺激に反応して増殖し，硬組織

形成細胞へと分化すると考えられている。し
かしながらこのような幹細胞／前駆細胞が
歯髄のどこに存在するのか，またどのような
メカニズムで創傷部に移動して硬組織形成
細胞へと分化するのか未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，象牙質・歯髄複合体の修
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復再生過程における歯髄組織幹細胞／前駆
細胞の動態，分化ならびに硬組織形成機構を
明らかにすることであり，歯髄組織に存在す
る幹細胞／前駆細胞の増殖と象牙芽細胞へ
の分化ならびに硬組織形成を賦活化させる
因子を解明しようとするものである。 
 
３．研究の方法 
 歯髄の創傷治癒，修復再生過程における各
種細胞分化・硬組織形成マーカーの発現，局
在の変化について免疫組織化学的，分子生物
学的に観察するとともに，組織培養法を確立
し，この系における歯髄組織変化について検
討した。また覆髄材の生体内における挙動と
組織反応についてもあわせて検討した。 
 検討事項は以下のとおりである。 
（１）組織培養法の確立とこの系における歯
髄組織変化 
（２）半導体レーザー照射後のラット臼歯歯
髄反応 
（３）Thy-1 陽性細胞の局在と硬組織形成能 
（４）覆髄材の生体内挙動と組織反応 
 
４．研究成果 
（１）組織培養法におけるラット臼歯歯髄組
織変化 
 4 週齢ラット上顎第一臼歯を１~7 日間培
養し，α-smooth muscle actin (α-SMA)陽
性細胞の動態について観察した。抜去直後の
歯髄では，α-SMA 陽性細胞は血管に沿って局
在して観察された。一方，培養歯の歯冠部歯
髄は経時的に変性像を示したが，根尖部では
αSMA 陽性の線維芽細胞様細胞が培養 2 日後
から出現し，経時的に増加して観察された。
これらの結果から，α-SMA 陽性細胞が歯髄組
織修復に何らかの役割を果たしている可能
性が示唆された。 
 
（２）半導体レーザー照射後のラット臼歯歯
髄反応 
①非コラーゲン性タンパクの局在 
 低出力条件（0.5W）では，明瞭な細管構造
を有する象牙質様新生硬組織の形成が照射
部直下に観察され，この新生硬組織と原生象
牙質との境界部に dentin matrix protein-1 
(DMP-1)陽性反応が認められた。一方，高出
力条件（1.5W）では不規則もしくは骨様の新
生硬組織が多量に形成され，原生象牙質と新
生硬組織との境界部には osteopontin (OPN)
および DMP-1 陽性反応が観察され，さらに
DMP-1 陽性反応は新生硬組織内にも認められ
た。このような両出力条件間での OPN および
DMP-1 の局在の相違は，新生硬組織の形成・
石灰化機序あるいは組成の相違を反映して
いる可能性が示唆された。 
②非コラーゲン性タンパクの遺伝子発現 
 出力 1.5W，60 秒×3 回照射の条件で半導体

レーザー照射を行い，非コラーゲン性タンパ
ク （ dentin sialophosphoprotein, bone 
sialoprotein, dentin matrix protein-1, 
osteopontin, osteonectin, osteocalcin）
の mRNA 発現を RT-PCR 法にて観察した。その
結果，全ての mRNA 発現が 3 日後までに増加
を示し，象牙芽細胞様細胞の再配列の観察さ
れる 7日後も発現亢進が持続して認められた。
新生硬組織形成細胞の分化過程に非コラー
ゲン性タンパクの発現が関連していること
が示唆された。 
 
（３）ラット歯髄における Thy-1 陽性細胞
の局在と硬組織形成能の検討 
①ラット歯髄における Thy-1 陽性細胞の局
在 
 ラット下顎切歯および臼歯における Thy-1
の局在を免疫組織化学的に観察した。その結
果， Thy-1 の免疫局在は鐘状期以降の
subodontoblastic layerで強い陽性反応を示
したが，象牙芽細胞およびその他の歯髄細胞
では陰性であった。歯髄傷害後の象牙質・歯
髄複合体の修復再生過程に Thy-1 陽性細胞が
関連している可能性が示唆された。 
②Thy-1 陽性歯髄細胞の硬組織形成能 
 ラット歯髄から分取した Thy-1 陽性細胞を
BMP-2 添加条件下で培養したところ，顕著な
ALP 活性の上昇を示し，アリザリンレッド陽
性の石灰化基質も早期に観察された。また，
Thy-1 陽性，陰性細胞をヒドロキシアパタイ
トとともに皮下移植すると，硬組織形成が陽
性細胞群で有意に多く観察された。Thy-1 陽
性細胞は，in vitro および in vivo において
高い硬組織形成能を示すことから，歯髄創傷
治癒過程において象牙芽細胞へと分化して
歯髄の修復・再生に関与することが示唆され
た。 
 
（４）覆髄材 Mineral trioxide aggregate 
(MTA)の生体内挙動と組織反応 
 MTA をラット皮下組織内に移植し，組織
-MTA 界面部近傍での各種元素の分布状況の
変化を観察するとともに，移植体周囲結合組
織を TEM にて微細構造学的に観察した。MTA
をラット皮下組織内に移植すると，MTA 表層
部における Ca 溶脱層の形成と Si，Al の集積，
および MTA 表面における結晶様構造物の沈着
が生じた。さらに，MTA 周囲の結合組織中で
は針状結晶様構造物の形成が確認された。
MTAから溶出したCaと組織中のPが反応して
結晶様構造物が形成され，これらが覆髄後の
硬組織形成に関与している可能性が示唆さ
れた。 
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