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研究成果の概要（和文）：本研究はTPO/MPL シグナルと血管形成関連遺伝子との相互作用の分子機構を明らかし、歯髄
再生の臨床応用の可能性を検討することを目的とし研究を行った。in situ hybridization法を用いて経時的なTPO/MPL
シグナル関連遺伝子発現状況の解析を行った結果歯胚領域における時期特異的TPO/MPLシグナル関連遺伝子発現を認め
た。他方in situ hybridization法を用いてVEGFR-2遺伝子の経時的発現状況の解析を行った結果時期特異的なVEGFR-2
遺伝子の発現が歯胚領域に認められた。本研究成果が歯髄血管構築制御機構解明の一助となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：This research will clarify the molecular mechanism of interactions between TPO/MPL
 signals, blood vessel formation related gene, to consider the possibility of the clinical application of 
dental pulp regeneration purposes as research. using in situ hybridization, temporal analysis of TPO/MPL s
ignal-related gene expression of results the tooth germ full time showed species-specific TPO/MPL signal-r
elated gene expression. On the other hand, by using in situ hybridization analysis of VEGFR-2 genes over t
ime of expression situation went, the tooth germ region observed period-specific VEGFR-2 gene expression. 
Expected results of this research will contribute pulp vascular development control mechanism.
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１．研究開始当初の背景 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
生体各組織における「幹細胞」および幹細胞
を取り巻く微小環境である「幹細胞ニッチ」
における分化制御機構解明に関する研究が、
再生医療の確立に向け脚光を浴びていてい
る。近年、骨髄における造血系幹細胞のニッ
チとして内骨膜領域の骨芽細胞性ニッチと
類洞血管領域の血管性ニッチの２種類が同
定され、造血幹細胞制御の分子メカニズムが
明らかになった。歯科領域においては、歯の
再生を目指した数多くの研究が行われてい
るものの、歯胚の発生制御機構を解明するに
は至っていない。歯の発生には「幹細胞」、「増
殖・分化制御因子」、「足場」の相互作用が不
可欠であるため、上記各要素を明らかにする
とともに、各要素間相互作用の分子メカニズ
ムを解明することが歯の再生医療実現に向
け急務であると考えられる。近年、多様な分
化能を有する歯髄幹細胞の存在が報告され
ており、歯髄幹細胞の未分化性を維持する際
の幹細胞および幹細胞ニッチ相互作用にお
ける分化制御機構の解明は、歯髄再生医療具
現化の基盤となる重要な情報を提供するも
のと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 

申請者らは、本研究により歯髄幹細胞
および幹細胞ニッチ相互間における時空
間的(spatiotemporal)な Wntシグナル制御
機構の解明を基盤とし、歯胚領域における
高次血管構築制御機構の基盤となる分子
機メカニズムを明らかにし、歯髄再生の臨
床応用の可能性を詳細に検討することを
目的とし研究を行った。 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 
(１)歯胚発生過程において歯髄形成に関

与する各種遺伝子発現パターンの経
時的発現状況の解析 

in situ hybridization 法および免疫
染色法により、歯胚発生過程において
歯髄形成に関与する各種遺伝子発現パ
ターンの経時的発現状況を解析すると
ともに歯髄幹細胞の増殖・分化を促進
する因子の同定および各要素間の分子
機構を解明する。 

 
(２)歯髄幹細胞におけるプロテインキナ 
    ーゼ Cの機能解析およびWntシグナル 
    制御機構の解析 

歯髄幹細胞の増殖・分化制御機構にお
けるプロテインキナーゼ C の機能解析
および各種 PKC isoform の発現に関与
する Wnt シグナル伝達経路の解析を行
う。 

 
(３) 歯胚発生過程における血小板造血機 
  構関連シグナル制御機構の解析 

血小板造血機構に関与するシグナルの
経時的発現状況を詳細に解析すること
により、歯髄における高次血管構築制
御機構の基盤となる分子機構の解明を
目指す。 

 
(４)プロモーターアッセイ法を用いた Wnt 
    シグナル制御機構の解析 
   造血幹細胞の増幅に関与するとされる 
       Wnt3a のプロモーター領域のクローニ

ングを行い、プロモーターアッセイ法
を用いて歯胚発生過程における Wnt シ
グナル制御機構の解析を行う。 

 
(５)歯髄幹細胞とニッチ細胞間相互作用

の分子メカニズムの解析 
 「足場」と歯髄幹細胞間相互作用に関与

するシグナル伝達経路を同定し、その
制御機構を解明し、臨床応用の可能性
を検討する。 

 
４．研究成果 
 
免疫染色法による各種蛋白の経時的発現状
況の解析 
 
胎生 10.5 日から 18.5 日齢のマウス胎児を
用いて、歯胚領域における血小板造血機構
に関与する各種蛋白の発現状況に関する経
時的な解析を行ったが、TPO シグナル関連蛋
白の明瞭なシグナルの発現は確認出来なか
った。今後の方針としては、TPO シグナル関
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連蛋白に関しては、現在市販されている抗
体を用いての解析が困難であるため、明瞭
な陽性反応を得るためには、染色法に関し
てさらなる工夫を加えるとともに、新規抗
体を入手するかもしくは新規に抗体を作製
し、TPO シグナル関連蛋白質の経時的発現状
況に関し詳細に解析をすすめ、TPO シグナル
関連遺伝子の経時的発現状況と詳細に比較
検討することが必要であると考えられた。 

 
in situ hybridization 法による各種遺伝子
の経時的発現状況の解析 
 
マウスの歯胚領域における血小板造血機

機構関連遺伝子の発現状況に関する経時的
解析を行うため、まずはじめに、TPO シグナ
ル関連遺伝子のアンチセンスプローブおよ
びセンスプローブの作製を行った。作製した
TPO シグナル関連遺伝子プローブに関して、
ポジティブコントロール及びネガティブコ
ントロールを用いてプローブが正常に work
すること確認後、in situ hybridization 法
を用いて、経時的に TPO シグナル関連遺伝子
発現状況の解析を行った結果、時期特異的に
TPO シグナル関連遺伝子の発現が認められた
ため、TPO シグナルが、歯胚発生過程におい
て重要な役割を果たす可能性が示唆された
と考えられた。 
他方、歯胚発生過程における血管形成過 

程の分子メカニズム解明をするにあたり、
VEGFR-2 のアンチセンスプローブおよびセン
スプローブの作製を行った。 
ポジティブコントロール及びネガティブコ
ントロールを用いて作製したVEGFR-2遺伝子
のプロープが正常に work すること確認後、
in situ hybridization 法を用いて VEGFR-2
遺伝子の経時的発現状況の解析を行った結
果、時期特異的に VEGFR-2 遺伝子の発現が認
められた。 
今回のVEGFR-2遺伝子経時的発現状況の結

果をふまえ、Ang1/Tie2 シグナルとの相互作
用の分子機構の解明および血小板造血機構
関連シグナルとのクロストークに関して明
らかにしたいと考えている。他方、これまで
得られた各種PKC-isoformの経時的発現状況
の解析結果をふまえ、歯胚発生過程の血管形
成過程におけるプロテインキナーゼC関与の
可能性およびWntシグナルとの関連について
も、経時的に詳細に比較検討したいと考えて
いる。 
本研究が、歯髄における高次血管構築 

制御機構の基盤となる分子メカニズム解明
の一助となることが期待される。 
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