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研究成果の概要（和文）：歯の移植後の歯髄治癒過程において、歯髄幹細胞は増殖能および象牙

芽細胞への分化能を維持しており、またドナー細胞とホスト細胞との相互作用が歯髄組織の再

構築に重要な役割を果たすことが示唆された。また、本研究で確立した象牙質・歯髄複合体器

官培養系は in vivo での歯の移植・再植実験における損傷後の歯髄再生現象を再現しており、
歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化過程を検索するのに有用な器官培養系であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Dental pulp stem cells retain proliferative activity and 
differentiation capacity for odontoblasts during pulpal healing following tooth injuries. 
Furthermore, donor-host interactions play a crucial role in the reorganization of dental 
pulp. We succeeded to establish the useful in vitro culture system for the evaluation of the 
dentin-pulp complex regeneration. These chronological changes in the pulp-dentin border 
in the in vitro organ culture were similar to the changes in the in vivo experimental models 
such as tooth replantation/transplantation. 
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１．研究開始当初の背景
歯髄は高い修復能力をもち、歯が磨り減った
り、う蝕や治療で削られたりすると、歯髄内では
局所的に象牙質が形成される。歯の再植・移植
後の歯髄治癒過程では、歯髄内に象牙質が形
成される場合に加え歯髄が骨組織に置換する
場合がある。研究代表者は、歯の損傷後の歯
髄・象牙質界面に骨髄幹細胞に由来する樹状
細胞が出現すると象牙質形成が、同じ由来をも

つ破骨細胞が同部位に出現すると骨組織形成
が惹起されることを明らかにしており、歯髄再生
の場の環境変化と細胞集団構成の変化が歯髄
治癒過程を規定していると考えられる。
歯の損傷後の歯髄修復に関わる細胞の供給
源になる歯髄幹細胞について、その存在につい
ては異論がないところであるが（Proc Natl 
Acad Sci U S A, 97: 13625-13630, 2000）、そ
の存在部位については推測の域を出ておらず、
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明らかになっていないのが現状であった。研究
代表者は平成 19～ 21 年度科学研究費採択課
題により、幹細胞の特徴である非対称分裂（細
胞分裂後に幹細胞と一時的増幅細胞に分かれ
る特性）を利用して幹細胞をラベルする胎生期
ラベリング法を確立することに成功し、in vivo歯
の損傷モデル実験と組合せ、歯髄幹細胞の局
在と分化能を明らかにした。すなわち、歯髄幹
細胞は歯髄中央部血管周囲に局在し、歯の損
傷後に象牙芽細胞に分化するのに対し、骨組
織形成には血行性に歯髄に到達する骨髄由来
細胞などの他の細胞群が関与する可能性が示
唆された。
しかしながら、歯の損傷後に歯髄内で惹起さ
れる象牙質形成と骨組織形成を規定するメカニ
ズムや骨組織形成に関わる細胞の特定は未解
決の問題である。歯の再植後に歯髄内に骨組
織形成が惹起されると歯根吸収やアンキロー シ
ス（骨性癒着）を起こしやすいことから、将来の歯
髄幹細胞を用いた歯髄再生療法を実現するの
にあたり、歯髄内には象牙質形成を誘導しなけ
ればならない。従って、歯の損傷後の歯髄治癒
過程における治癒パター ンを規定するメカニズ
ムや歯髄固有の幹細胞（歯髄幹細胞）と骨髄由
来細胞との相互作用を明らかにすることは、臨
床上極めて重要な問題である。

２．研究の目的
(1) これまで胎生期ラベリング法を歯の他家移
植に応用し、移植後の歯髄再生過程にお
いて Label-retaining cells（LRCs）が歯
髄中央部に維持されると象牙質形成が惹
起されることを明らかにしている。しかしな
がら、その後歯髄腔から LRCs が消失し歯
髄腔が象牙質で閉塞してしまう。これは歯
の他家移植に伴うホスト・ドナー 相互作用
が存在することを示唆している。そこで今回
我々は、歯の 他家移植後の LRCs の分化
能とホスト・ドナー 相互作用との関係を検索
した。

(2) 歯の移植後の歯髄治癒過程における
LRCs の分化能および細胞増殖とアポトー
シスとの関連を検索した。

(3) マウスの歯の損傷後の歯髄治癒過程にお
ける歯髄幹細胞あるいは前駆細胞と思わ
れる LRCsの維持機構について解析した。

(4) in vitro象牙質・歯髄複合体器官培養系を
確立し、LRCsの経時的変化と象牙芽細胞
分化との関係について検索した。

３．研究の方法
(1) 歯の移植後の歯髄における LRCs の動態
を観察するために、妊娠 ICRマウスに 3日
間BrdUを腹腔内投与し、生後 2週齢のラ
ベルマウスと非ラベルマウス間で上顎第一
臼歯を深麻酔下で抜去後、相互に他家移
植を行った。術後 3 日～ 8 週後にアルデヒ

ド系固定液で灌流固定し、EDTA脱灰後、
パラフィン切片を作製し、オステオポンチン
（Opn：骨基質タンパク質）およびペリオス
チン（歯根膜マーカー ）in situハイブリダイ
ゼーション 法、抗ネスチン（象牙芽細胞分
化マーカ ー ）、抗 BrdU 抗体を用いた免疫
染色を施し光顕で観察した。さらに、GFP
遺伝子改変マウスと野生型マウス間で他家
移植を行い、移植後の治癒過程におけるド
ナー・ ホスト相互作用を検索した。

(2) 妊娠 ICRマウスに 3日間 BrdU を腹腔内
投与し、ラベルマウスと非ラベルマウス間で
上顎第一臼歯を深麻酔下で抜去後、歯冠
部を舌下部へ相互に他家移植した。術後1
日から 2 週後に灌流固定し、EDTA 脱灰
後に抗ネスチン、抗オステオポンチン、抗
BrdU、抗 Ki-67 免疫組織化学および
TUNEL染色を光顕にて観察した。

(3) 妊娠 ICRマウスに 3日間 BrdU を腹腔内
投与し、生後 3週齢マウス上顎第一臼歯を
抜去後再植、あるいは歯根を切除し歯冠
部を舌下部へ自家移植、またラベルマウス
と非ラベルマウス間で他家移植した。術後
1週から 8週後に灌流固定し、EDTA脱灰
後に抗ネスチン、抗 BrdU、抗 Ki-67免疫
組織化学および TUNEL 染色を光顕にて
観察した。

(4) 妊娠 ICRマウスに 3日間 BrdU を腹腔内
投与した生後 3 週齢 ICR マウスの上顎第
一臼歯を抜歯後、スライス切片を作製し、
Trowell 法にて 0～ 7 日間培養した。培養
歯胚を固定後にパラフィン切片および凍結
切片を作製し、BrdU、Ki67、ネスチン、オ
ステオポンチン（Opn）、STRO-1、CD146
免疫組織化学、Opn、Dspp in situハイブ
リダイゼーションを 行った。

４．研究成果
(1) 歯の他家移植後の歯髄 LRCs の分化能と
ホスト・ドナー 相互作用について
歯の移植は象牙芽細胞層の変性を引き起こし、
ネスチン陽性反応が歯髄から消失した。成功し
た例では、術後 5～ 7日で既存の象牙質に連続
して第三象牙質形成が開始し、その直下にネス
チン陽性象牙芽細胞様細胞が配列した。移植
後 2 週の歯髄腔には、免疫拒絶反応群、象牙
質形成群、象牙質＋骨組織混在群の 3 通りの
治癒パターンが 観察された。実験動物に GFP
マウス（B6 マウス）のような近交系を用いると免
疫拒絶反応は起こらなかったが、ICR マウスの
ようなクロー ズドコロニーを 用いた実験では歯髄
内で免疫拒絶反応が惹起された。BrdU でラベ
ルした移植歯では、象牙質形成群では濃く染ま
った LRCs が歯髄中央部に維持されており、象
牙芽細胞様細胞にコミットされていたのに対し、
象牙質＋骨組織形成群における骨様組織周囲
にはLRCsは観察されなかった。また、術後 3～



5日にOpn陽性細胞、術後 5日にペリオスチン
陽性細胞が歯髄内に出現した。一方、非ラベル
移植歯では、実験期間を通してLRCsは歯髄内
に観察されなかった。また、GFP マウスの解析
により、移植歯の歯髄は内皮細胞と遊走性間葉
細胞を除きドナーの 細胞で構成されており、歯
周組織はマラッセの上皮遺残以外はホスト細胞
に置き換わっていることが明らかとなった。以上
より、歯の移植後にホスト・ドナー 相互作用により
歯髄の治癒パターンが 規定されることが明らか
になった。現在、骨髄由来細胞の歯髄修復への
関与を特定する実験系を進めている。
(2) 歯の他家移植後の歯髄治癒過程における
歯髄幹細胞の分化能および細胞増殖とア
ポトー シスとの関連
ラベルマウスの歯の歯冠部を非ラベルマウス
の舌下部へ移植した場合、術後 1日では LRCs
は髄角部に局在していた。術後 3～ 5 日では
LRCs は歯髄全体に認められ、そのあるものは
Ki-67 陽性を示していた。術後 7 日以降では
LRCsはネスチン陽性の象牙芽細胞様細胞にコ
ミットされており、それ以外の一部の LRCs は
TUNEL 陽性を示していた。非ラベルマウスの
歯の歯冠部をラベルマウスの舌下部へ移植した
場合、術後 3～ 5日後に LRCsが歯髄内に認め
られ、そのあるものは Ki-67 陽性を示していた。
術後 7 日以降では LRCs は象牙芽細胞または
骨芽細胞へコミットされず歯髄内から消失してい
た。以上より、歯の移植後の歯髄治癒過程にお
いて、LRCsは増殖能および象牙芽細胞への分
化能を維持しており、またドナー 細胞とホスト細
胞との相互作用が歯髄組織の再構築に重要な
役割を果たすことが示唆された。
(3) 歯の損傷後の歯髄治癒過程における

BrdU ラベル細胞の維持機構について
再植・舌下部自家移植実験では、術後 1 週か
ら持続的な第三象牙質の形成が認められ、術後
8 週では歯髄の狭窄が認められたものの、実験
期間中を通して LRCs は歯髄中央部に維持さ
れていた。また、LRCs のあるものは、新たに分
化したと思われるネスチン陽性の象牙芽細胞様
細胞にコミットされていた。一方、舌下部他家移
植実験では、術後2週まではLRCsが歯髄中央
部に維持されていたが、術後 4週以降 LRCsは
歯髄中央部から消失し、一部の髄角部に維持さ
れているのみであった。また、実験期間中を通し
て歯髄中には多数の Ki-67および TUNEL 陽
性細胞が認められた。以上より、歯の損傷後の
歯髄治癒過程において、他家移植と自家移植
におけるドナー 細胞とホスト細胞間の相互作用
の相違が歯髄組織幹細胞あるいは前駆細胞の
維持に重要な役割を果たすことが示唆された。
現在、マイクロアレイ解析により、歯髄幹細胞／
前駆細胞維持因子の特定を進めており、歯髄
幹細胞ニッチ維持機構の解明に繋がることが期
待される。
(4) 歯髄組織幹細胞分化メカニズム解明のた

めの象牙質・歯髄複合体器官培養系の確
立
培養開始 0～ 3日の歯髄では、髄角部を除き、
象牙芽細胞が象牙質表面から剥離し、ネスチン
および Dspp 陽性の象牙芽細胞は変性消失し
た。歯髄中央部の血管周囲には LRCs が密に
分布しており間葉系幹細胞マーカ ー STRO-1お
よびCD146陽性を示した。培養 7日までにはネ
スチンおよび Dspp 陽性の象牙芽細胞が象牙
質表面に再配列しており、再生象牙芽細胞の中
に LRCs がコミットされていた。従って、歯髄中
央部血管周囲の LRCs が歯髄表層へ移動し、
象牙芽細胞へ分化することが示唆された。同結
果は in vivo での歯の移植・再植実験における
損傷後の歯髄再生現象を再現しており、歯髄幹
細胞の象牙芽細胞への分化過程を検索するの
に有用な器官培養系であることが示された。現
在、ネスチン-GFP 遺伝子改変マウスを用いて、
象牙芽細胞分化過程を可視化する実験を進め
ており、細胞レベルの歯髄修復機構の解明が期
待される。
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