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研究成果の概要（和文）：骨再生のための足場としては脱灰していない象牙質が一番細胞増殖、接着の面で優れていた
。Wntシグナルを活性化した歯髄細胞の細胞増殖能はコントロールに比べて優れており、それに伴い石灰化量も多かっ
た。免疫不全マウスの背部皮下への移植実験では骨組織の形成が確認できたが、コントロールと比べて有意な差をもっ
て多くの硬組織を形成したとは言えなかった。細胞が局所にとどまるために何らかの方策が必要であると考える。

研究成果の概要（英文）：The non-decalcified dentin for scaffold for bone regeneration was good in cell 
proliferation and adhesion. The cell proliferation ability of the dental pulp cells which activated Wnt 
signaling pathway was superior to control, and there was much calcified quantity with it. I can confirm 
the ectopic osseous tissue formation by the transplant experiment to the back skin of the immunodeficient 
mice, but we can not trust that the Wnt signaling activated cells can formed the hard tissue of most with 
the difference that was more meaningful than control. We think one of the reason is cell diffusion, so we 
have to develop a new method to localize the transplanted cells to make more hard tissue.
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１．研究開始当初の背景 
 顎口腔領域の手術において骨移植が必

要になる場面は多い。骨移植材料としては腸

骨や脛骨等の骨髄を多く含む長管骨が望ま

しいと考えられているが、骨採取のために新

たな手術侵襲を伴うという欠点がある。そこ

で自家新鮮骨に代わる細胞や骨基質の供給

源を検索し検証する必要があると考えた。埋

伏智歯は口腔外科外来において日常的に抜

歯され、その抜去歯は医療廃棄物として破棄

されている。歯には歯根膜細胞、歯髄細胞な

どの幹細胞を含む細胞成分と骨の硬組織の

主成分であるハイドロキシアパタイト(HA)

が豊富なエナメル質や象牙質が含まれてお

り、骨組織再生に必要な 3つの要素である足

場、細胞、成長因子のうち足場と細胞がそろ

っている。そこで抜歯した埋伏智歯を骨補填

材料として利用することを目的として、研究

を計画した。 

 

２．研究の目的 
歯髄細胞は骨髄と同様に幹細胞を含み骨

芽細胞へ分化しうる細胞だといわれている。

われわれはこれまでに歯髄と歯の硬組織を

用いて骨補填材として利用できないかどう

かを検討してきた。そして、抜歯した智歯を

NOD/scid マウスの背部皮下に移植して象

牙質や骨組織が再生されることや

（Yamashita Y et al., 2002）、歯髄組織単

独でも同様の組織再生が認められることと、

さらに骨基質中に多く認められる IGF-1を

併用するとより多くの骨組織が形成される

ことを報告してきた（山下ら、2005）。現

在、歯の硬組織から抽出したHAと歯髄細

胞をマウス皮下に移植することで骨が形成

されることを確認している。しかし、歯髄

細胞は１本の歯から採取できる細胞が限ら

れていることから、移植に必要な細胞の増

殖に時間を要し、骨形成量も十分でなかっ

た。そこで、歯髄細胞を増殖させるために

Wntシグナル経路に着目した。古典的Wnt

シ グ ナ ル 経 路 は Glycogen synthase 

kinase 3(GSK3)を抑制することによって

βカテニンの分解が抑制されて活性化する。

実際に GSK3 を抑制することで古典的 Wnt

シグナル経路を活性化することは骨量を増

加 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る

(Gambardella A et al, 2011)。これは間葉

系幹細胞を増殖させさらに骨芽細胞への分

化を誘導するからであると考える。そこで歯

髄細胞においてWntシグナルを活性化させる

GSK3β阻害剤を添加することで幹細胞の増

殖と、骨形成が促進されるかどうか、また歯

の硬組織とともにマウスに移植を行い、効果

的に骨形成がおこるのかどうかを評価する

ことを本研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
 1.骨再生のための足場としての歯の硬組

織形態の検討（脱灰していないエナメル質、

脱灰していない象牙質、脱灰した象牙質の比

較） 

脱灰していない歯と脱灰後の歯を同じサイ

ズに破砕し、歯髄細胞とともに培養した。各

足場の細胞接着能、細胞増殖能を比較した。 

 2.Wnt シグナルを活性化した歯髄細胞の細

胞増殖能と骨芽細胞への分化誘導の評価 

Wnt シグナルを活性化する GSK3βの阻害剤

6-bromo-indirubin-3’-oxime （ BIO ） か

SB216763 を添加した歯髄細胞を培養し、

細胞増殖実験(WST-8 法；比色定量法)、

BrdU 染色、コロニー形成実験、骨芽細胞

分化誘導実験（ALP 染色、ALP 活性の定

量、von Kossa染色、Alizarin Red染色、

カルシウム量の比色定量、ALP,Runx2, 

osteocalcinの遺伝子の定量）を行った。 

 3.免疫不全マウスの背部皮下への移植実

験（骨誘導能の評価） 

歯髄細胞が最も増殖した足場である非脱灰

の歯を用い、歯髄細胞の増殖効果が一番高か

った GSK3β阻害剤の濃度(BIO； 0.2mM, 

SB216763; 5mM)で刺激した歯髄細胞と１週間



共培養し、足場とともに細胞を NOD/Scid マ

ウス背部皮下に移植した。８週間後に摘出し、

組織学的評価を行った。対照群は GSK3β阻害

剤の溶媒のみを細胞に添加した細胞を使用

して足場とともに細胞を NOS/Scid マウスに

移植したものとした。 

 ４．免疫不全マウスの頭頂骨骨欠損部への

移植実験（骨伝導能の評価） 

歯髄細胞が最も増殖した足場である非脱灰

の歯を用い、歯髄細胞の増殖効果が一番高か

った GSK3β阻害剤の濃度(BIO； 0.2mM, 

SB216763; 5mM)で刺激した歯髄細胞と１週間

共培養した。NOS/Scid マウスの頭頂骨に直径

３㎜の骨欠損をラウンドバーで作製し、その

骨欠損部位に共培養した歯髄細胞と非脱灰

の歯を移植した。４週間後に欠損部の骨形成

を組織学的に評価した。対照群は GSK3β阻害

剤の溶媒のみを細胞に添加した細胞を使用

して足場とともに細胞を NOS/Scid マウスに

移植したものとした。 

４．研究成果 

 骨再生のための足場としては脱灰してい

ない歯が細胞増殖、接着の面で優れていた。

Wnt シグナルを活性化した歯髄細胞の細胞増

殖能はコントロールに比べて優れており、そ

れに伴い石灰化量も多かった。しかしながら、

その細胞増殖能の促進効果は他の報告と比

べると低濃度で起こっていた。また、一般的

に効果があるといわれている濃度において

は対照群と有意差がなかった。これらの事に

関しては、細胞培養条件や、細胞濃度等で異

なると思われるが、今後再度検証が必要とな

ってくるだろうと思われる。免疫不全マウス

の背部皮下への移植実験では骨組織の形成

が確認できたが、コントロールと比べて有意

な差をもって多くの硬組織を形成したとは

言えなかった。骨欠損部への移植実験では実

験群、対照群ともに十分な骨形成を示してお

り、有意な差は認めなかった。これらの事か

ら、今回の実験では in vitro では Wnt シグ

ナル活性化に伴う細胞増殖効果は明らかで

あったが、in vivo では骨伝導能、骨誘導能

ともにその効果が有意なものでなかったと

いえる。今後さらに検証を続け、今回の実験

結果を詳細に分析したいと考える。 
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