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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯牙の形態保持および間葉系幹細胞の分化において

Parp-1 の発現の関与を示唆する結果を得た。マウスの歯牙を経時的に解析した結果、Parp-1

欠損と老化の 2 つの因子が組み合わさると、歯牙内部の形態異常を引き起こすことが分かった。

さらに、in vitro において、間葉系幹細胞を骨細胞へ分化誘導したところ、Parp 活性を阻害し

た細胞群においては骨細胞への分化が認められなかった。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： In this report, Parp-1 was suggested to involve in 

odontoblast/osteoblast differentiation from mesenchymal stem cell (MSC) and factors 

related to morphology preservation. Through the time course analysis of mice teeth, 

dysplasia and malformation inside the teeth were found based on the two factors – Parp-1 

deficiency and aging. In vitro differentiation inducement from MSCs, odontoblast and 

osteoblast differentiation was not observed under the inhibition of Parp activity.   
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１．研究開始当初の背景 

近年の歯科医療の発達や「8020運動」な
どの予防歯科の啓蒙により、わが国におけ
る歯の喪失率は著しく減尐したものの、依
然として、う蝕、歯周病、外傷や先天性疾
患に起因する歯牙欠損を認めることは尐な
くない。歯牙欠損は、発音・咀嚼などの機
能面や審美面で支障をきたすのみならず、
精神面での苦痛を伴うこともあるため、失

われた歯を補う優れた治療法の開発は、歯
科界に課せられた永遠のテーマであるとも
いえる。現在臨床で広く用いられている義
歯・ブリッジ・デンタルインプラントなど
の補綴療法では、十分に満足のいく機能や
審美の回復が達成出来ないこともあるため、
従来法を凌駕する新たな治療法として、歯
牙再生医療の発展に期待が寄せられている。 

元来歯牙は、外胚葉系のエナメル質なら
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びに間葉系の象牙質、歯髄、セメント質、
歯根膜が複雑且つ精巧に組み合わされて構
築されており、細胞から再生することが非
常に困難な組織に位置づけられている。し
かし近年になって、ブタ歯胚から単離した
上皮系ならびに間葉系の細胞を担体と共に
ラットへ移植することにより、エナメル質
様・象牙質様・歯髄様・セメント質様組織
を含有する歯牙様構造物を形成することに
成功したという報告がなされ、大きな話題
となった（Young et al. J Dent Res 2002）。   

更に別の研究グループも、マウス胎仔の
歯胚由来上皮系細胞と間葉系細胞をコラー
ゲンゲルに混和し培養することにより、in 
vitro で再生歯牙を作製することに成功し
ており（Nakao et al. Nat Method 2007）、
歯牙再生医療の臨床応用への現実味が増し
てきている。しかし、これらの再生歯牙に
おいてエナメル質や象牙質などの歯牙様構
造物が認められとはいえ、歯冠や歯根の形
態、構成要素の厚みや位置関係などの制御
はなされておらず、天然歯と同等の肉眼
的・組織学的形態を有する歯牙の再生には
至っていない。従って、臨床応用可能な歯
牙再生の実現化に向けて、歯牙形成時の細
胞配列や細胞分化の制御メカニズムを明ら
かにすると共に、その知見を歯牙再生医療
に反映させる方法の確立が必要である。 

Poly (ADP-ribose) polymerase 
-1(Parp-1)遺伝子は、遺伝子安定性や細胞
死誘導、細胞間シグナル、DNA 修復、テロ
メアの安定性や細胞増殖・分化など、多種
多様な生命現象に関与している遺伝子であ
る。Parp-1-/-ES細胞をヌードマウスに皮下
注射して腫瘍形成させたところ、ES細胞か
ら は 分 化 す る こ と は あ り 得 な い
trophoblast が認められたことから、
Parp-1 の分化への関与が示唆された
（Nozaki et al. PNAS 1999）。従って、未
分化で増殖能が高い細胞では、Parp-1の欠
損によって細胞分化に異常をきたすことを
予想し、歯髄由来細胞から構成される歯牙
の精査を行った。その結果、老化した
Parp-1 ノックアウトマウスの切歯に、ワイ
ルドタイプのマウスには認められない歯根
形態の異常、象牙芽細胞・セメント芽細胞
の配列不正、髄腔内の象牙芽粒などの歯牙
異常を認めることが分かった。 
 

２．研究の目的 

Parp-1 遺伝子の欠損でこのような歯牙
の形態異常や形成不全を生じることから、
Parp-1 遺伝子により誘導される因子が、歯
牙の細胞配列や細胞分化の制御に関与して
いる可能性があると推測される。そこで本
申請では、Parp-1ノックアウトマウスおよ
び野生型マウスの歯牙形態を経時的に比較

検証するとともに、発現している歯牙関連
因子を in vitro/in vivoで検索した。それ
により、歯牙構造の形成・維持に関与して
いる因子を検索し、将来的にその機能を明
らかにすると共に、その知見を再生歯牙の
作製に反映させることにより、再生歯牙医
療の発展に貢献することを目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)  Parp-1 ノックアウトマウスの歯牙の 
経時的形態変化の追跡：Parp-1遺伝子型の
違による歯牙形態の変化について、組織学
的・三次元構造的な検討を行った。 
①国立がんセンター研究所生化学部におい
て開発した Parp-1 ノックアウトマウスの
供与を受け、２系統のマウス（ICR/129Sv 
mixed genetic back groundと C57BL/6）で
の Parp-1ノックアウトマウスを作製した。 
② 組織学的・三次元構造的解析：得られ
た Parp-1 ノックアウトマウスと通常のマ
ウスにおいて、歯牙形態を組織学的・形態
学的に経時的評価を行った。評価時期は 16
週令時・41 週令時・110 週令時とした。歯
牙形態の三次元的構造を解析するために、
動物用マイクロＣＴ(GE Healthcare 社)で
頭部のスキャンを行った。CT画像は DICOM
データとして保存し、三次元構築ソフトを
用いて骨バージョンでの三次元構築を行っ
た。３次元構築された画像をスクリーン上
で前頭断方向にスライスし、歯牙形態の構
造解析を行った。 
③ Parp-1ノックアウトマウスの形態異常 
を起こした歯牙の組織学的検討を行い、通
常のマウスとの比較を行った。HE 染色・ト
ルイジンブルー染色を行い歯牙形態の特
性・象牙芽細胞配列について比較検討した。
次に Parp抗体で免疫染色を行い、歯牙組織
内における Parpの局在を調べた。 
 
(2) 骨髄由来間葉系幹細胞(Mesenchymal  
Stem Cell: MSC)における骨形成因子の発
現解析 
①マウス大腿骨骨髄より、通法通りに間葉
系幹細胞を採取し、a-MEM, FBS, アスコ
ルビン酸２リン酸とグルタミン・抗生剤を
添加した培地で培養した。 
②次に骨形成細胞への分化誘導：BMP・デ
キサメタゾン添加培地を用いて行い、Parp
阻害剤の有無による分化誘導の変化を調べ
た。細胞を継代する毎に、それぞれの
passage において、分化誘導を行った。経
時的に 0W, 1W, 2W, 3W, 4W と 1 週間ごと
に von Kossa染色を行うとともに細胞より
RNA の抽出を行った。 
③ RNA を調整し、cDNA の作製とリアル
タイム PCR を行い、Parp 阻害剤の有無に
よる細胞の分化レベルへの関与を調べた。 



 

 

４．研究成果 
(1) Parp-1 ノックアウトマウスの歯牙の 
経時的形態変化の追跡： 

 
 

 
① マウス頭部をマイクロ CT撮影を行 
い、Parp-1遺伝子欠損の有無による歯牙構
造形態の変化を経時的に観察した。実験に
用いたマウスの内訳を上に示すように、
ICR/129Sv と C57BL/6 の２系統のマウスを
用いた。 
 
② ICR/129Svマウスの系時的解析 
 
 

ICR/129Sv マウスの解析の系時的解析を
行った。16 週令および 41 週令のマウスに

お い て は 、 Parp-1+/+ お よ び
Parp-1-/-ともに、マウスの歯髄内の形態変
化は認められなかった。次に 110週令のマ
ウスの歯牙形態の変化を解析したところ、
Parp-1+/+マウスでは 13 匹中 4 匹(30.8 %)
に歯髄内の石灰化物が認められたのに対し、
Parp-1-/-マウスでは 9 匹中 8 匹（88.9 %）
に歯髄内の石灰化物が認められた。また、
歯 髄 腔 内 の 形 態 変 化 (dysplasia) は
Parp-1+/+マウスでは 13 匹中 4 匹(30.8%)に
認められたのに対し、Parp-1-/-マウスでは
9 匹中 9 匹(100%)に認められた。発症率に
ついて統計学的検証を行ったところ、
Parp-1-/-マウスにおける歯髄内石灰化物お
よび形態変化の発症率は、Parp-1+/+マウス
に比較して有意に増加していた。両
genotypeともに、歯牙外形の変化は認めら

れなかったことから、Parp-1は歯髄内の幹
細胞が象牙芽細胞へ分化する際の分化機構
に関与していることが示唆された。 
 
③ C57BL/6 マウスの解析 
 C57BL/6 における老化マウスの歯牙形態
の解析を行った。Parp-1の遺伝子型に関ら
ず、歯牙外形の形態変化は認められなかっ
た。 

 
 
 歯髄内の石灰化物の発症率については、
Parp-1+/+マウスでは 6 匹中 2 匹(33.3%)、
Parp-1+/-マウスでは 4 匹中 0 匹(0%)、
Parp-1-/-マウスでは 10 匹中 7 匹(70%)に認
められた。また、歯髄内の dysplasia につ
いては、Parp-1+/+マウスでは 6 匹中 2 匹
(33.3 %)、Parp-1+/-マウスでは 4 匹中 1 匹
(25.0 %)、Parp-1-/-マウスでは 10 匹中 9
匹(90 %)に認められた。統計学的に比較検
証を行ったところ、歯髄内石灰化物の発症
率 に つ い て は Parp-1+/+ マ ウ ス で も
Parp-1-/-マウスでも有意差は認められなか
った。しかし、統計学的検証を行ったとこ
ろ、歯髄内の形態変化 dysplasia について
は、Parp-1+/+マウスに比較して Parp-1-/-マ
ウスにおいて有意に上昇しており、P=0.018
であった。以下に C57BL/6における歯髄内
石灰化物と dysplasiaの発症率をまとめた
表を示す。 
 従って、ICR/129Sv および C57BL/6 の解
析より、Parp-1および老化の因子によって、
歯髄内の形態変化（石灰化物形成および
dysplasia）の発症率が上昇することが分か
り、Parp-1遺伝子が関与していることが示
唆された。 
 
(2) HE 染色・抗 Parp抗体免疫染色 
 HE 染色を行い、ＣＴ検査で認められた
Parp-1-/-マウスにおける形態異常を調べた。
その結果、Parp-1-/-マウスの歯髄内におけ
る象牙芽細胞の配列が不整になっている箇
所が散見されたことから、Parp-1 が細胞の
配列決定機序へも関与していることが示唆
された(data not shown)。また抗 Parp 抗体
で免疫染色を行ったところ、Parp-1-/-およ
び Parp+/-マウスの歯牙切片では陰性であ



 

 

った。Parp-1+/+マウス切片における Parp
の局在は、歯髄細胞そのもの、および
Parp-1+/+マウスにも認められた歯髄内形態
異常の周辺、および石灰化物周辺であった。
このことから、歯髄細胞内には Parpが高発
現していること、形態異常を来している周
辺に発現が認められることから、細胞の分
化および分化形態異常の修正に関与してい
ることが示唆された(data not shown)。 

 
(3) Parp 活性阻害による間葉系幹細胞の分

化メカニズムの解明 
次に in vtroにおいて、Parp-1の細胞分

化への関与を検証した。MSC を骨形成細胞へ
と分化させ、von Kossa 染色による骨形成能
を Parp活性の有無により比較検討した。 

Parp活性を阻害しない MSCの分化誘導にお
いては、各継代とも分化誘導後４週目におい
て von Kossa 染色陽性となり、骨細胞への分
化がなされていることが分かった。しかし、
Parp 活性を阻害した群においては、15 継代
目の MSC の分化誘導では、誘導後 4 週以上経
過しても von Kossa 染色は陽性にならず、骨
芽細胞への分化が認められないことが分か
った。 

従って、in vitro の結果からも Parp 活性
の阻害と細胞の老化の 2 つの要素によって、
MSC の骨芽細胞への誘導が阻害される事が分
かった。このことから、Parp 活性が骨細胞へ
の分化にも関与していることが示唆された。 
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