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研究成果の概要（和文）：培養血管内皮細胞にレーザーによって無菌的に広範囲に損傷を与え

損傷を受けた血管内皮細胞の歯髄細胞に与える影響を調べたところ、血管に刺激が加えられた

５日後に、歯髄細胞を含む血管内皮細胞においてのみ TGF-β1、osteocalcin 遺伝子の発現が

認められた。遊走した歯髄細胞がこれらを発現している、もしくは共培養することによって発

現が促進されたと推測された。さらに損傷を受けた血管内皮細胞と歯髄細胞の TGF-β1 の発現

を免疫組織学的に検討した結果レーザー照射８日後の血管内皮細胞において 緑色（AcGFP1）

で標識された歯髄細胞にて TGF-β1 の発現が認められた。 

 

 

研究成果の概要（英文）：The dental pulp is a microcirculation-rich tissue. The abundant 

vascular network may influence the process of the tertiary dentin formation. we 

investigated the effects of the injured endothelial cells on rat cultured dental pulp cells 

using the Nd:YAG laser irradiation. After 5 days, tgf-1expression was detected 

clearly in the laser irradiated RAOEC with pulp cells though the expression was weak 

without pulp cells. These findings suggest that after laser irradiation, the 

tgf-1expression is enhanced rapidly by the migrated pulp cells or the co-culture of 

both cells. Immunohistochemical examination showed that after 8 days, the AcGFP1 

labeled-pulp cells in endothelial cells expressed TGF-1. 
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１．研究開始当初の背景 

歯髄にくまなく広がる血管ネットワーク

が歯髄細胞の修復象牙質形成に影響を及ぼ

している可能性が Mathieu らによって示唆

された。（参考文献；Mathieu S. et al., 2005, 

Role of injured endothelial cells in the 

recruitment of human pulp cells. Arch. Oral Biol. 

50:109-113）Mathieu らは血管内皮細胞にメ

スによって損傷を与え、歯髄細胞が損傷を受

けた血管内皮細胞上に遊走してくることを

報告した。 

 

２．研究の目的 

培養血管内皮細胞にレーザーによって無菌

的に広範囲に損傷を与え損傷を受けた血管

内皮細胞の歯髄細胞に与える影響を調べる

こととした。 

 

３．研究の方法 

５週齢の雄性 Wister ラット４匹の下顎切

歯より歯髄組織を摘出し、Collagenase、trypsin、

EDTA を含む酵素液にて細胞を分離し

5%CO2 条件下にてα- MEM 培地に１０% 

FBS を加え培養した。 一方ラット大動脈内

皮細胞（凍結細胞）（旭硝子）をラット内皮

細胞成長培地（旭硝子）にて培養した。それ

ぞれコンフルエントになったら 1 x 104 

cells/cm2 の濃度で６well plate (TranswellⓇ, 

Corning Inc. )の上段に歯髄細胞、下段に血管

内皮細胞を継代した。上段の底は直径 8.0μ

m の孔のポリカルボネートの膜で覆われて

いる。下段の血管内皮細胞には、Nd:YAG レ

ーザーを 0.5 w, 20 pps, 30 秒照射し 細胞に

損傷を与えた。３７℃、５％CO2にて培養し

５、１２日後に下段の遊走した歯髄細胞を含

む血管内皮細胞の Total RNA を調整し

cDNA を合成し osteocalcin、TGF-β1 の遺

伝子の発現を RT-PCR によって調べた。コ

ントロールとして上段に歯髄細胞を培養し

ないレーザーを照射した血管内皮細胞を用

いた。さらに歯髄細胞に AcGFP1 蛍光蛋白質

ベクターを導入し標識し免疫組織染色によ

って TGF-β1 タンパクの発現を調べた。レ

ーザー照射８、１４日後に下段の遊走した歯

髄細胞を含む血管内皮細胞を１０％ホルマ

リンにて固定した。免疫組織学染色には、１

次抗体として５００倍希釈のウサギ抗ヒト

TGF-β1 抗体（Santa Cruz Bio, Inc.）を用

いた。２次抗体として５００倍希釈の Cy3-

ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を用い共焦点レーザ

ー顕微鏡にて観察を行った。コントロールと

して上段に歯髄細胞を培養せずレーザーを

照射した血管内皮細胞と上段に歯髄細胞を

培養しレーザーを照射しない血管内皮細胞

を下段に培養したもの、血管内皮細胞のみを

培養したものを用いた。 

 

４．研究成果 

RT-PCR の結果 5、１２日の遊走した歯髄

細胞を含む血管内皮細胞において TGF-β1、

osteocalcin 遺伝子の発現がわずかに認めら

れた。１2 日では、TGF-β1、osteocalcin の

遺伝子の発現がコントロールにおいても認

められた。）レーザー照射８日後の血管内皮

細胞において 緑色（AcGFP1）で標識された

歯髄細胞にて TGF-β1 の発現が認められた。

血管内皮細胞においても TGF-β1 の発現が

わずかに認められた。コントロール群では、

TGF-β1 の発現は認められなかった。レーザ

ー照射１４日後では、TGF-β1 の発現が認め

られる血管内皮細胞の数が増加した。コント

ロール群では、レーザー照射血管内皮細胞、

上段に歯髄細胞を培養した血管内皮細胞に

おいて TGF-β1 の発現が認められた。 

 

（考察及び結論）血管に刺激が加えられた５

日後に、歯髄細胞を含む血管内皮細胞におい

てのみ TGF-β1、osteocalcin 遺伝子の発現

が認められることから遊走した歯髄細胞が

これらを発現している、もしくは共培養する

ことによって発現が促進されたと推測され

る。早期に osteocalcin 遺伝子の発現が認め

られることからレーザーの出力が強すぎる

と考えられるため出力を調整する必要があ

る。血管に刺激が加わると早期に遊走した歯

髄細胞にて TGF-β1 が発現し血管内皮細胞



における TGF-β1 の発現も高められていた。

遊走した歯髄細胞が TGF-β1 を発現し共培

養することによって TGF-β1 の発現が促進

されたと推測される 
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