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研究成果の概要（和文）：歯髄細胞の多分化能を調べた結果以下の結論が得られた。１歯髄組織（歯の神経がある組織
）に存在するいろいろな組織に分化する細胞を利用して、もう一度歯髄組織を再生する方法を見出した。２　ヒトのES
細胞から歯髄細胞を分化させ、これを歯髄の再生療法に応用する方法を確立した。３　新たな歯髄保護（虫歯や歯周病
で歯の神経が失われないように保護する方法）法のために、機能性ガラス（いろいろな活性物質を放出できる小さなガ
ラスビーズ）や魚のコラーゲンを応用して象牙質形成（歯の大部分を構成する硬い組織）を促進させる方法を確立した
。これらの結果は、歯の保存するために大切な歯髄保護と歯髄再生療法の発展に寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：This study presented the following conclusions: 1 Dental pulp tissue contains 
stem cells which can apply for regenerative dental pulp therapy. Therefore, we established culture system 
to isolate the stem cells from dental pulp tissue and confirmed that the stem cells differentiated into 
mature odontoblasts producing mineralized dentin matrix.　2 We established the methods to make ES cells 
differentiate into mature odontoblasts and to apply the cells for regenerative dental pulp therapy. 3 In 
order to attempt to develop　regenerative dental pulp therapy, we tried to use functional glass beads and 
fish collagen as the biomaterials for scaffold of the stem cells. The stem cells included in the scaffold 
differentiated into mature odontoblasts which produced abundant mineralized dentin matrix. These results 
can contribute to development of regenerative dental pulp therapy in clinical application.

研究分野：保存治療学
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１．研究開始当初の背景 
 保存治療において歯を保存することは
8020 運動に直結する重要な課題である。し
かしながら歯の喪失原因を調べると、多くの
場合この歯の命とも言える歯髄組織を失う
ことから始まっている。そこで歯を保存する
ために歯髄組織の保存療法と再生療法を確
立しようと考えた。そのために歯髄細胞の機
能を根本的に調べ直し、実際に臨床で応用す
るために必要な基本的なデータを蓄積する
ことに主眼を置いた。 
 
２．研究の目的 
 歯を保存するための保存治療の発展には、
新しい視点に立った歯髄再生療法が期待さ
れている。そのために、まず歯髄の発生過程
を詳細に検討することにより歯髄細胞・歯髄
幹細胞の分化メカニズムの本態を明らかに
する。さらに、明らかになった歯髄幹細胞の
特性から、新しい歯髄幹細胞分離システムを
構築する。また、生体の種々の間葉系幹細胞、
ES 細胞にこの知見を応用し、歯髄細胞を誘導
する。その後、適切なスキャフォールドを用
いて歯髄の再生を誘導する。最終的には、再
現性のある治療法として確立させるために、
細胞の採取から移植までの流れを標準化す
ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)歯髄組織の発生過程を中心に、歯髄細
胞・歯髄幹細胞の分化のメカニズムを解明す
る。そのためにヒト・ラットの歯髄組織から
多分化能を有する未分化間葉細胞を分離し、
二次元培養と３次元培養方法を確立し、これ
らの細胞を使用して象牙芽細胞へ強力に分
化誘導する因子(増殖因子、物理的な刺激因
子)を探索した。 
 
(2)ヒト ES細胞から歯髄細胞を誘導する培養
方を確立して、その細胞を用いて歯髄組織と
しての機能を有するかを検証した。 
 
(3)歯髄細胞が象牙質形成を行う象牙芽細胞
に分化し、さらに効率良く機能できる細胞周
囲環境を提供するためのスキャフォールド
（担体、足場）の材料を検討した。臨床応用
を踏まえて、安全性の高い生体活性ガラスと
魚由来のコラーゲンを使用して歯髄細胞へ
の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)歯髄幹細胞の分離培養方法の確立と分化
促進因子の発見 
①ラットの歯髄組織から酵素法によって分
離した培養歯髄細胞を用いて、Ectodin の作
用を調べた結果以下の結果が得られた。
Ectodin は歯髄組織の中でも象牙細管、象牙
芽細胞にその発現が見られた。さらに干渉
RNA を用いて ectodin の遺伝子のノックダウ
ンを行った結果、図 1 に示すように培養 20

日目には石灰化象牙質形成を反映する黒色
の結節の形成と、アルカリフォスファターゼ
活性が抑制されることが示された（左の上下
が対照群。右の上下が ectodin をノックダウ
ンした歯髄細胞）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
        図１ 
これによってectodinが象牙芽細胞の象牙質
形成に強く関与することが明らかにされた。 
一般に ectodin は wnt（ウィント）シグナル
の中でもカノニカル経路に対して抑制因子
になることが知られている。さらにこの wnt
シグナルの主要因子である wnt10a と wnt6 が
象牙芽細胞の分化や象牙質形成に深く関与
することもしられている。そこで ectodin の
作用機序を探るために、ectodin と wnt10a の
関係を調べたところ、図 2に示すようにカノ
ニカル経路に作用する wnt10a の遺伝子発現
がectodinの遺伝子をノックダウンすること
によって強く抑制されることが分かった。す
なわち ectodin は象牙芽細胞の分化・象牙質
形成に対して wnt10a を介して調整している
ことを明らかにした。 
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  図 2  Wnt10a の遺伝子発現 
 
②歯髄組織から歯髄の幹細胞を分離して、効
率良く象牙芽細胞へ分化させるための培養
方法として３次元培養法を考えた。これはス
キャホールドフリー（担体を有さない培養方
法）のスフェロイド培養法で、この状態で培
養したところ、スフェロイド体の内部では歯
髄幹細胞の分化は抑制されたが、外側では歯
髄幹細胞の分化が促進され、象牙質形成が見
られた。また、歯髄幹細胞の分化にはインテ
グリンシグナルが重要であることがわかり、
さらにはペリオスチンという物質が象牙質
形成を抑制している可能性が見出された。こ
れらの結果はスフェロイド培養法が歯髄組
織の再生療法や歯髄保護法の開発に有用で
あることがわかり、臨床応用が比較的簡単に
行える可能性を示した。 
 



③低出力レーザー照射が象牙芽細胞の分化
を促進し象牙質形成を促進させる可能性を
見出した。Ectodin は象牙芽細胞の分化や象
牙質形成に対して積極的に作用する因子で
あるが、歯を削った後に半導体レーザーを低
出力で照射すると象牙芽細胞に対して
ectodin の発現を誘導することが分かった。
これによって低出力レーザー照射刺激も象
牙質形成促進因子になることが分かった。 
 
⑵ マウス ES 細胞における象牙芽細胞への
分化にかかわるシグナルカスケードの検索 
 マウスの ES 細胞を用いて象牙芽細胞へ分
化する過程で働く細胞内でのシグナル伝達
を詳しく調べた結果、α2 インテグリン、細
胞外基質メタロプロテナーゼインデューサ
ー(Emmprin)ならびに MMP-3 の遺伝子および
タンパク質の発現が観察された。さらに ES
細胞から象牙芽細胞へ分化してゆく過程で
これらの遺伝子ならびにタンパク質はお互
いに作用しあってα2 インテグリン⇨細胞外
基質メタロプロテナーゼインデューサー
(Emmprin)⇨MMP-3 シグナルカスケードの存在
が明らかになった。 
 
(3)象牙芽細胞にとって分化と象牙質形成を
亢進させるためのスキャフォールド（担体、
足場）の構築 
①歯髄組織から分離した培養歯髄細胞に魚
由来のコラーゲンペプタイドを添加して、象
牙芽細胞への分化と象牙質形成能に対する
影響を調べた結果、未分化な細胞が象牙芽細
胞に分化して象牙質形成を促進させること
が分かった。そしてこの魚由来のコラーゲン
を歯髄の再生療法に応用するためにスキャ
フォールド（担体、足場）として使用できる
ように酸処理と凍結乾燥を行った結果、ハニ
カム構造が形成され、歯髄細胞の吸着が良好
になり、細胞増殖と象牙質形成にとって最適
な細胞外環境を構築できた。これによって歯
髄再生療法に魚由来のコラーゲンペプタイ
ドが有用であることが示された。 
 
②歯髄保護法や歯髄再生療法に応用すため
のスキャフォールド（担体、足場）の材料と
して生体活性ガラスに着目した。すでに骨組
織の再生療法には使用されている材料であ
るが歯髄腔という特殊な環境で使用できる
ように工夫が必要であった。我々は生体活性
ガラスに含まれるストロンチウムという物
質に着目し、石灰化基質を形成することを確
認した。そしてアルギン酸ナトリウムと石膏
を添加して生体活性ガラスを歯髄組織の覆
髄材として応用する方法を確立した。その結
果、生体活性ガラスの材料に接している面に、
象牙質の形成が認められ、実験群全ての歯髄
組織に対して象牙質形成が確認された。これ
らの結果はストロンチウムを多く含む生体
活性ガラスは新規覆髄材として歯髄保護法
や歯髄再生療法に応用できることが確認で

きた。 
 
 以上のように歯髄再生療法の確立のため
の細胞レベルから材料に至る貴重なデータ
が数多く得られ、今後の新たな歯髄再生療法
の構築と臨床応用に貢献できる成果であっ
たと考える。 
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