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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、歯髄再生医療に利用できる歯髄様組織をin vitroで創製することを最終目
標とし、歯髄様形状（棒状）の細胞集合体を作製する技術の確立を目指した。本研究の結果、シート状に回収した歯髄
幹細胞を用いることで棒状の集合体を作製することに成功した。さらに、歯髄幹細胞集合体が象牙質/歯髄複合体を構
築する機能を有していることが明らかになり、歯髄様組織をin vitroで構築できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to establish new technology to fabricate dental 
pulp-like tissue to be transplanted for regenerative medicine. The stick-shaped 3-dimensional (3D) cell 
construct composed of dental pulp derived stem cells were successfully fabricated by molding the sheeted 
cell aggregations. The cell construct prepared was found to possess the function to form dentin/pulp 
complex, suggesting the usefulness of our tissue engineering technology for fabrication of dental 
pulp-like tissue in vitro.

研究分野： 歯科生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
 
幹細胞を用いた再生医療への感心が高ま

るなか，抜髄処置が施された歯に歯髄を再生
する歯髄再生療法の確立は，患者の QOL を
向上させるうえで重要なオプションのひと
つになると考えられている． 
 近年，CD105+細胞や SHED 細胞を用いた
歯髄再生医療に関する研究が精力的に進め
られ，動物実験などにおいて失活歯に歯髄を
再生することに成功したとの報告もある．し
かしながら，これらの幹細胞を応用する試み
においては，歯髄組織の構築にある程度の時
間を要し，また，スキャフォールドや形態形
成因子が必要であるなど，臨床応用をするう
えでまだ十分なレベルには至っていない． 
 ところで，本研究の研究分担者である佐々
木 と 松本ら は ，温度 応 答性高 分 子 の
poly-N-isopropylacrylamide（pNIPAAm）
ゲルモールドを用いて，骨髄由来間葉系幹細
胞の三次元球状集合体を作製することに成
功した（Sasaki J, et al. Tissue Eng Part A, 
2010.）．また，この細胞集合体は，単なる細
胞の凝集塊ではなく，石灰化能等の自己組織
化能を有する構造体であることを明らかに
してきた（Sasaki J, et al. Integr Biol, 
2012.）． 
 われわれは，この細胞集合体を作製する技
術を応用することで，歯髄再生医療に利用で
きる移植用歯髄様組織を in vitro で創製する
ことが可能になるのではないかと着想した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，失活歯への移植に適した歯髄

様組織を in vitro で構築することを最終目標
とし，pNIPAAm ゲルモールドを用いて，ヒ
ト由来歯髄幹細胞（hDPSCs）から成る歯髄
様形状（棒状）の細胞集合体を作製する技術
の確立を目指した．さらに，作製した細胞集
合体が機能的な組織であるかを検証するた
めに，象牙質/歯髄複合体様組織への in vitro
での誘導が可能かについて検討した． 

 
３．研究の方法 
 
（１）骨髄間葉系幹細胞および線維芽細胞を

用いた棒状細胞集合体の作製 
まず，象牙芽細胞と類似した細胞表現形を

有する骨髄間葉系幹細胞を用いて棒状の細
胞集合体が作製できるか否かを検討した．長
さ 10 mm，幅および深さが 1.0，1.5，3.0 mm
の溝を有する 3種類のpNIPAAmゲルモール
ドを作製した．培養したマウス骨髄由来間葉
系幹細胞を各ゲルモールドに播種し，1 日間
の培養を行った後，周囲温度を低下させて
pNIPAAm ゲルを膨張させることで骨髄間葉
系幹細胞のみから成る棒状集合体を取り出
すことを試みた． 
歯髄組織の大部分は線維性結合組織から

構成されている．そこで次のステップとして，
線維芽細胞を用いて棒状集合体が作製でき
るかを検討した．骨髄間葉系幹細胞の場合と
同様の方法に加え，ゲルモールドから取り出
した細胞集合体を 21G，25G，27G の注射針
に通す方法でも作製を試みた． 

 
（２）hDPSCs を用いた棒状細胞集合体作製

法の確立 
長さ 12 mm，幅 3 mm，深さ 3 mm の溝を

有する pNIPAAm ゲルモールドにトリプシ
ン処理によって回収した hDPSCs の細胞懸
濁液を注入し，培養 2 日後に周囲温度を低下
させることで棒状集合体の取り出しを試み
た．また，hDPSCs をコンフルエントの状態
で 5 日間培養した後に，セルスクレーパーを
用 い て シ ー ト 状 に 回 収 し た細 胞 塊 を
pNIPAAm ゲルモールドに填入し，同様に 2
日間の培養を行った後に集合体として取り
出すことを試みた． 

 
（３）hDPSCs 棒状集合体の石灰化誘導によ

る象牙質/歯髄複合体の構築 
作製した hDPSCs のみから構成される棒

状集合体を，培養培地にアスコルビン酸，β
グリセロリン酸，デキサメタゾンを添加した
石灰化誘導培地を用いて静置培養した．最大
20 日間まで培養した後にパラフィン包埋薄
切切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン
（HE）染色を行って内部構造を観察した．
また，細胞集合体を構成する hDPSCs の象牙
芽細胞への分化能を検討するために Dentin 
sialophosphoprotein（DSPP）の免疫蛍光染
色，石灰化基質の沈着を観察するために von 
Kossa 染色を行った． 
 
４．研究成果 
 
（１）骨髄間葉系幹細胞および線維芽細胞を

用いた棒状細胞集合体の作製 
溝の大きさが異なる pNIPAAm ゲルモー

ルドを用いて骨髄間葉系幹細胞の棒状集合
体の作製を試みたところ，溝の幅の大きさに
応じて得られる集合体の長さや太さが変化
した（図 1）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そして，大きさの変化の定量評価の結果，

溝の幅と深さが大きいほど，長軸方向や短軸

図 1．異なる大きさの溝を有するゲルモールドを用いて
作製した骨髄間葉系幹細胞集合体 



方向への変形割合が大きいことが分かった．
また，いずれのゲルモールドにおいても，得
られる棒状集合体のサイズ制御の再現性は
良好であった． 
線維芽細胞を用いて同様に棒状細胞集合

体の作製を試みた場合は，いずれの溝の大き
さのモールドを使用しても，また，いずれの
培養日数においても不定形の細胞集合塊し
か得られなかった．一方，不定形の細胞集合
塊を注射針を通過させて成形したところ，棒
状の集合体を得ることに成功した（図 2）． 
 
 
 
 
 
 

 
棒状成形したこれらの細胞集合体につい

て，Live/Dead 染色およびトリパンブルー染
色で生細胞の割合を観察したところ，いずれ
の直径の注射針を用いて作製した集合体に
おいても，約 95％の細胞が生存していること
が明らかとなった． 

 
（２）hDPSCs を用いた棒状細胞集合体作製

法の確立 
トリプシン処理で回収した hDPSCs を

pNIPAAm ゲルモールドに播種し，2 日間培
養後に取り出すことを試みたところ，棒状集
合体を得ることは不可能であった（図 3A）．
一方，hDPSCs のシート状細胞塊をゲルモー
ルドに填入する方法を用いると，棒状集合体
の作製が可能であった（図 3B）． 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
シート状に hDPSCs を回収したことで細

胞外基質が維持され，細胞－基質間接着を誘
導できた結果，棒状成形が可能になったもの
と考えられた． 
 
（３）hDPSCs 棒状集合体の石灰化誘導によ

る象牙質/歯髄複合体の構築 
hDPSCs のみから構成される細胞集合体

の作製直後の薄切切片を HE 染色した結果，
集合体の最外層に細胞が密に存在しており，
また，中心部においても細胞が生存している
様子が観察された．棒状集合体を石灰化誘導
培地を用いて 20 日間培養した試料において
も，集合体中心部の細胞は生存していた． 
次に，von Kossa 染色を行った結果，培養

10 日目において石灰化基質沈着が集合体外

層に認められた（図 4A）．また，培養 20 日
目の試料では，より多くの石灰化基質の沈着
が認められた．一方，集合体中心部では，培
養期間に関わらず石灰化基質の沈着量が少
なかった． 
同様の試料から作製した薄切切片に対し

て象牙質基質の一つである DSPP の免疫蛍
光染色を行ったところ，産生された石灰化基
質に DSPP が含まれていることが分かった
（図 4B）．また，培養 20 日目の試料におい
ても，石灰化基質が沈着している細胞集合体
の外層に DSPP が強く発現していた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 これらの結果から，棒状集合体外層の
hDPSCs が象牙芽細胞への分化能を維持し
ており，象牙質様の硬組織が形成したものと
考えられた．すなわち，hDPSCs からなる棒
状集合体が象牙質/歯髄複合体を構築する機
能を有していることが示唆された． 
 
以上のように，本研究の結果から，シート

状で回収した細胞集合体を温度応答性高分
子 pNIPAAm ゲルのモールドを用いて培養
することで，hDPSCs からなる棒状集合体の
構築が可能であること，および，構築した集
合体の象牙質/歯髄複合体への誘導が可能で
あることが明らかとなった．この棒状細胞集
合体を応用することで，歯髄再生医療に利用
できる歯髄様組織を in vitro で構築できるも
のと期待される． 
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