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研究成果の概要（和文）： 

歯髄細胞は象牙芽細胞へ分化し象牙質を形成する。骨芽細胞は骨形成細胞である。これらの細

胞は硬組織形成細胞としての共通した特性を有する。臨床において、象牙質、骨といった硬組

織の誘導を現実に行うために、まず vitro において効率的に分化および石灰化誘導可能な条件

について検討した。通常のディッシュを用いた 2 次元培養においては、硬組織誘導培地を用い

ない限り硬組織マーカーの発現増加および石灰化結節の形成は誘導できないが、3 次元培養す

ることにより、硬組織マーカーの発現増加が観察され、硬組織誘導培地により効率的な石灰化

結節が形成された。3 次元培養することで、より生体に近い環境で細胞を培養することが可能

となったため、オリジナルの硬組織形成細胞としての特性が顕著に表れたものと推察される。

なお、3 次元培養によりインテグリンシグナルが活性化され、それが分化誘導に関与している

ことも明らかになった。これらの結果は、生体における象牙質および骨形成のメカニズムの一

端を明らかにしてくれるとともに、臨床における硬組織誘導を実現するための布石となりうる

と思われる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Dental pulp cells are differentiate into odontoblasts, which are dentin-forming cells, and 

osteoblasts are bone tissue-forming cells. These cells are categorized as hard tissue forming 

cells, and may possess common properties. Mineralization of these cells in the conventional 

two dimensional culture is only observed in the presence of mineralization-inducing factors, 

such as BMPs or ascorbic acid and beta-glycerophosphate. We revealed that three 

dimensional (3-D) culture induced up-regulation of odonto-/osteo-blast marker expression 

in dental pulp cells and osteoblasts. Transplantation of 3-D cultured pulp cells or 

osteoblasts into bone cavities effectively induced hard tissue formation. Clinical application 

of 3-D cultured dental pulp cells or osteoblasts are expected. 
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１．研究開始当初の背景 

歯髄および骨における硬組織形成細胞は、
それぞれ象牙芽細胞および骨芽細胞である。
両細胞とも二次元の平面培養において、それ
ぞれオステオカルシンおよび DSP（Dentin 

Sialo-phospho protein）といった分化マーカ
ー発現を誘導することが可能である。しかし
実際の組織においては、細胞は三次元で存在
しており、二次元での培養において得られた
データは生体とは異なっている。石灰化誘導
条件で、両細胞とも石灰化物の沈着を確認す
ることも可能であるが、造られる硬組織は生
体において存在する象牙質および骨とは全
く異なったものであり、また象牙芽細胞およ
び骨芽細胞も生体において存在する様態と
は全く異なっている。組織において、象牙芽
細胞においては象牙質に象牙芽細胞突起を
伸ばし、強い極性を示す形態が特徴的である。
また骨芽細胞は敷石状の形態を呈して骨表
面に存在する。二次元培養において、このよ
うな形態を誘導したとの報告は現在のとこ
ろまだない。 

 

２．研究の目的 

今回の研究の目的は、組織と同様の三次元
の実験モデルにおいて細胞の分化誘導を行
い、分化に伴う遺伝子の変動を網羅的に解析
し、その結果に基づき分化誘導を効率的に行
う手法を確立することである。これまでの in 

vitro における歯髄細胞および骨芽細胞の分
化シグナルの解析は二次元の平面培養にて
行われているが、実際の組織は三次元であり、
二次元での実験モデルには限界がある。この
限界を打破するために三次元で培養を行う
ことが本研究の特色であり、得られたデータ
を元に、臨床への展開を検討する。 

 

３．研究の方法 

１．歯髄細胞および骨芽細胞を三次元環境に
て培養する。三次元培養にはハンギングドロ
ップ法（スフェロイド培養）を用いる。コン
トロールとしてコラーゲン中で培養した細
胞を用いる。 
２．三次元培養期間における硬組織マーカー
遺伝子の発現を観察する。 
３．マウス歯髄および頭蓋骨窩洞において、
vivo における評価を行う。 
 
４．研究成果 
歯髄および骨における硬組織形成細胞は、

それぞれ象牙芽細胞および骨芽細胞である。
両細胞とも二次元の平面培養において、それ
ぞれオステオカルシンおよび DSP（Dentin 
Sialo-phospho protein）といった分化マー

カー発現を誘導することが可能である。しか
し実際の組織においては、細胞は三次元で存
在しており、二次元での培養において得られ
たデータは生体とは異なっている。このよう
な点を鑑み、本研究においてはより生体に近
い三次元培養を行い、その間におけるシグナ
ル変動を解析し、それを臨床応用へ結びつけ
るのを目的とする。三次元培養は、コラーゲ
ン、ゼラチンといったスキャフォールドを用
いる培養が一般的であり、そのスキャフォー
ルドが細胞外マトリックスとして細胞の足
場として機能する。しかし、逆に臨床応用を
考えた場合にはそのスキャフォールドが炎
症を惹起してしまうリスクも指摘されてい
る。そのため、今回ハンギングドロップ法に
準じたスフェロイド培養を行うことにより
分化誘導がどのように誘導されるのかを検
討した。実験にはマウス間質細胞由来の
KusaA1とマウス歯乳頭細胞由来のMDPを用い
た。これらの細胞をスフェロイド培養し、そ
の形態および特性の変化を観察した。スフェ
ロイド培養に適した細胞数は、1 ウェルあた
り 30000 個であった。両細胞とも 1日でスフ
ェロイドを形成したが、透明の球形であった。
その後、不透明の球状を呈し、時間経過とと
もに大きく成長した。BMP2 といった硬組織形
成誘導因子非存在下においても、スフェロイ
ド培養によりオステオカルシン、デンティン
フォスフォプロテインといったマーカー発
現が亢進した（図）。しかし、2次元およびコ
ラーゲン中で培養した細胞においてのそれ
らの遺伝子発現はほとんど認めなかった。 

図の説明 
歯髄細胞を 3-D 培養（スフェロイド培養）

することにより、硬組織マーカー発現が亢進
した。同じ 3-D 培養でも、コラーゲン中での
培養は硬組織マーカー発現を誘導しなかっ
た。2 次元培養でも硬組織マーカー発現は誘
導されなかった。 
 



 
スフェロイド培養した歯髄細胞を SCID マ

ウス頭蓋に形成した骨窩洞に移植したとこ
ろ、約一カ月で骨様の硬組織の形成が誘導さ
れた。 
以上より、分化の方向性が決定づけられて

いる細胞においては、スフェロイド培養を行
うことでその分化傾向を増強する可能性が
示唆されるとともに、三次元培養した細胞の
臨床応用が可能であることが明らかになっ
た。 
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