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研究成果の概要（和文）：Wntシグナルは多くの組織・細胞の発生および分化に深く関わっているが、歯髄を含
む歯の発生においても重要な役割を担っていると考えられており、歯の発生初期よりWntの発現が認められてい
る。今回、歯髄幹細胞におけるWntシグナルとBMPシグナルのクロストークについて検討を行った。BMPシグナル
は歯髄幹細胞の象牙芽細胞分化を誘導するが、その過程でWntの発現を誘導し、Wntシグナルを増強することが明
らかになった。BMPおよびWntシグナルを誘導することで、再生歯髄組織における歯髄幹細胞からの象牙芽細胞を
効率的に誘導できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wnt signaling is involved in virtually every aspect of embryonic 
development, and it is also involved in tooth development including dental pulp tissue. In this 
project, a crosstalk between Wnt signaling and BMP signaling in the dental pulp stem cells (DPCSs). 
BMP signaling induces odontoblastic differentiation of DPSCs, and it also stimulates Wnt expression 
and promotes Wnt signaling. Crosstalk between BMP and Wnt signaling may be essential for 
odontoblastic differentiation from DPSCs, and effective induction of crosstalk between BMP and Wnt 
signaling in DPSCs may be a key to promote odontoblastic differentiation in clinical pulp 
regeneration by DPCSs application.

研究分野：歯内療法学
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1. 研究開始当初の背景 

Wnt シグナルは多くの組織・細胞の発生

および分化に深く関わっているが、歯の

発生においても重要な役割を担っている

と考えられており、歯の発生初期より発

現が認められている１。特に重要なのは、

歯の発生のみならず多くの細胞・組織発

生・分化においても必須の因子である、

BMPs、FGFs、shh と相互に発現を調節し

ている点である１。近年、Wnt とその他の

因子とのクロストークを詳細に解析した

結果、歯の発生においては、Wnt シグナ

ルがまずその起点となりうる可能性が示

唆された 2。すなわち、歯の発生を制御し

ている中心的な因子の一つは Wnt である

と考えられる。 

ところで、歯髄組織は未分化間葉系

の組織であり、歯乳頭がそのオリジンで

ある。歯胚の間葉系細胞から歯乳頭細胞

がどのような経緯で分化し、さらに歯髄

細胞および象牙芽細胞に分化するのかに

ついて、いまだ十分な知見は得られてい

ない。歯の発生過程から推察して、歯髄

の分化においても Wnt シグナルは中心的

な働きを担っている可能性は高い。本研

究においては、ヒト歯髄幹細胞の分化に

おける Wnt シグナルの包括的な解明を目

指すとともに、その臨床的な展望につい

て検討する。 

 

2. 研究の目的 

Wnt シグナルは全ての動物の発生、組織

の再生等において重要な役割を持ってお

り、歯胚発生の過程において Wnt および

Wnt 関連因子の発現が報告されている。

歯髄幹細胞の分化に Wnt シグナルが関わ

っている可能性は高いと考えられるが、

Wnt ファミリーを包括的に検討し、その

シグナルカスケードについて検討した報

告はまだない。本研究の目的は、歯髄幹

細胞から象牙芽細胞分化にかかわる Wnt

シグナルの包括的解析である。歯髄幹細

胞から象牙芽細胞分化における Wnt シグ

ナルの詳細を明らかにすることで、象牙

芽細胞分化のメカニズムの一端が明らか

になると期待される。本結果さらに推し

進め、臨床において象牙芽細胞を誘導す

る手法についても検討する。 

 

3. 研究の方法 

(１) ヒト歯髄幹細胞分化に関与する Wnt

ファミリーの包括的な解析 

申請者はこれまでにマウス由来株

化歯乳頭細胞 MDP を用い、それを

BMP2 にて象牙芽細胞へ分化誘導す

る実験系を確立した。その過程で変

動する Wnt ファミリーを検討し、こ

れまで報告のある Wnt5a 以外にも数

種の Wnt が動いていることを確認し

た。 

今回ヒト歯髄幹細胞（東京医科歯科

大学倫理審査番号#948）を用い、

BMP2 にて象牙芽細胞へ分化誘導す

る過程における Wnt ファミリーの発

現を RT-rPCR にて検討した。ヒト歯

髄幹細胞は、新鮮抜去歯より歯髄組

織を摘出し、物理的に細断した後、

リベラーゼにて分解し、セルストレ

ーナを介してディッシュ（直径 90mm）

に播種した。メディウムはαMEM を

使用し、FBS を 10%添加した。その

後、コロニー形成細胞を選択し、歯



髄幹細胞として実験に供した。 

BMP-2は100ng/mlの濃度でヒト歯髄

細胞に添加した。添加後 3日後に細

胞より RNA を抽出し、逆転写を行い、

特異的プライマーを用いた rPCR に

供した。 

 

(２) ヒト歯髄幹細胞分化に関与する Wnt

シグナルの解析 

Wnt シ グ ナ ル 阻 害 剤 で あ る

IWR1-endo を添加し、ヒト歯髄幹細

胞における象牙芽細胞マーカー発

現を rPCR にて解析した。 

 

4. 研究成果 

(１) ヒト歯髄幹細胞における Wnt 発現 

ヒト歯髄幹細胞に BMP2 を添加する

ことで、ALP、DSPP の発現が亢進し

た（図１）。また、Wnt5a および Wnt11

の発現が、増加した（*：ｐ＜0.05, 

one way ANOVA, Tukey–Kramer）。 

すなわち、BMP2 により誘導される象

牙芽細胞分化において Wnt 産生が誘

導され、産生された Wnt が象牙芽細

胞分化をさらに誘導している可能

性が示唆された。しかし、Wnt 産生

が象牙芽細胞分化とは無関係に

BMP2 により誘導された可能性も否

定はできない。 

 

(２) ヒト歯髄幹細胞における Wnt シグナ

ル 

ヒト歯髄細胞を BMP にて分化誘導し

た後、Wnt インヒビターを添加した

ところ、象牙芽細胞マーカーの発現

が抑制された（ *：ｐ＜ 0.05, 

student’s t）。 

 

以上の結果は、Wnt が象牙芽細胞分

化において、重要な働きを担ってい

ることを示唆している。 

今回 BMP2 による象牙芽細胞分化に

Wnt シグナルが促進的に作用してい

る可能性が示唆されたが、象牙質分

化において TGFb および TGFb シグナ

ルが重要であるとの報告 3 もあり、

TGFbとWntシグナルの関連について

さらに検討していく必要がある。 
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