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研究成果の概要（和文）：株化マウス歯乳頭細胞を24時間三次元スフェロイド培養した後、細胞を回収、RNA抽出し定
量的PCRで解析したところ、象牙芽細胞・骨芽細胞分化マーカーであるAlkaline phosphatase (Alp)、Bone morphogene
tic protein2 (BMP2)の発現が亢進したことを確認した。一方で、インテグリンシグナル阻害剤を三次元スフェロイド
培養した細胞に添加したところ、AlpおよびBmp2の発現が亢進しないことを確認した。以上より、三次元スフェロイド
培養は株化マウス歯乳頭細胞を、インテグリンシグナルを介して象牙芽細胞・骨芽細胞分化誘導する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：For 3D spheroid culture, mouse dental papilla cells (MDPs) were cultured for 24 
hours in 96-well low-attachment culture plates. Flat-bottomed plates were used for two-dimensional (2D) 
monolayer culture as a control. Following RNA extraction and complementary DNA synthesis from samples, 
real-time PCR was performed to evaluate the expression of alkaline phosphatase (Alp) and bone 
morphogenetic protein2 (BMP2) using specific primers. Up-regulation of Alp and Bmp2 expression was 
observed in the 3D spheroid-cultured MDPs, however, the expression of these genes was low in the 2D 
monolayer-cultured MDPs. In order to study the effects of integrin signaling, Focal adhesion kinase and 
Extracellular Signal-regulated Kinase 1/2 inhibitors were added to the 3D-spheroid cultured MDPs. Then, 
down-regulation of Alp and Bmp2 was observed in the presence of these inhibitors. In conclusion, 
3D-spheroid culture induced the odonto-/osteoblastic differentiation of MDPs probably through integrin 
signaling.

研究分野： 歯内療法

キーワード： 三次元スフェロイド培養
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１．研究開始当初の背景 
細胞の培養は、二次元的な平面培養が一般

的だが、本来生体組織は三次元的に構成され
ているため、平面培養では生体内の生理的環
境を再現するには限界があり、細胞が本来持
つ分化能や細胞増殖を阻害してしまうこと
が知られている。三次元培養には、細胞の密
度・サンプルの形態が調整可能な、コラーゲ
ンやゼラチン、PLGA などの細胞の足場とな
るスキャフォールド材料を使用する方法が
一般的である。しかし、スキャフォールド材
料中の細胞は、細胞・細胞間、細胞・細胞外
基質間の環境が生体と異なることが考えら
れる。そこで我々はスキャフォールド材料を
使用せずに細胞を三次元的に培養すること
が可能な「三次元スフェロイド培養」に着目
した。本法は、細胞と細胞自身が産生する細
胞外基質が凝集することで三次元的なスフ
ェロイドコロニーを形成するため、生体によ
り近い環境を作ることが可能である。これま
でに歯髄細胞としての特性を有する株化マ
ウス歯乳頭細胞（MDP 細胞）を 14 日間三次
元スフェロイド培養し、分子生物学的、組織
学的な解析を行ってきた。その結果、三次元
スフェロイド培養は歯髄細胞の象牙芽細胞
分化を促進することが確認され、分化促進に
インテグリンシグナルが関与している可能
性が示唆された１。しかし、培養初期におけ
る MDP 細胞の特性変化についてはまだ解析
しておらず、また、三次元スフェロイド培養
が MDP 細胞の分化を誘導したメカニズムに
ついて更なる研究が必要だった。 
 
２．研究の目的 
（１）三次元スフェロイド培養した MDP 細
胞の培養初期の特性変化を解析する。 
（２）三次元スフェロイド培養した MDP 細
胞の象牙芽細胞分化が促進するメカニズム
として、インテグリンシグナルの阻害実験を
行い、インテグリンシグナルが関与している
可能性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 三次元スフェロイド培養には、底面が低接
着加工された 96 穴プレート(PrimeSurface, 
Sumitomo Bakelite)を、平面培養には、一般
的な培養ディッシュ(90φ plate, greiner)を使
用し、MDP 細胞を各培養法で 6、12、24 時
間培養後に回収し、RNA 抽出後、象牙芽細
胞・骨芽細胞分化を検討するため、分化マー
カーである alkaline phosphatase(Alp)、bone 
morphogenetic protein2 (Bmp2)の発現を、
定量的 PCR を用いて調べた。また、インテ
グリンシグナルを阻害するため Focal 
adhesion kinase（FAK） inhibitor (Chemie 
Tek, 1 and 10 µM) 、 Extracellular 
signal-regulated kinase 1/2 （ ERK1/2 ）
inhibitor (Cayman Chemical, 1 and 10 µM)

を三次元スフェロイド培養した MDP 細胞に
添加し、同様に分化マーカー発現を定量的
PCR で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）三次元スフェロイド培養した MDP 細
胞は播種６時間後には培養皿底面に集積し
ていることを確認した。さらに時間経過とと
もに細胞が凝集し、密になっていることを確
認した。（図１、スケールバー500µm） 

 

図１ スフェロイドコロニーの凝集 
 
 
（２）12 時間、24 時間三次元スフェロイド
培養した MDP 細胞は、同時間平面培養した
MDP 細胞と比較し、象牙芽細胞・骨芽細胞
分化マーカーであるAlpおよびBmp2の発現
が有意に亢進した。(図２、n = 5、 *p<0.05) 
 

 
図２ 三次元スフェロイド培養した MDP 細
胞の象牙芽細胞・骨芽細胞分化マーカー発現 
 
 



（３）象牙芽細胞・骨芽細胞分化マーカー発
現の亢進にインテグリンシグナルが関与し
ている可能性を明らかにするため、インテグ
リンシグナル阻害剤として、FAK inhibitor
および ERK1/2 inhibitor を三次元スフェロ
イド培養した MDP 細胞に添加したところ、
阻害剤を添加せず三次元スフェロイド培養
した MDP 細胞と比較し、分化マーカーであ
るAlpおよびBmp2の発現が抑制された。(図
３、n=4、*p < 0.05 vs. Control) 
 

図 ３  FAK inhibitor お よ び ERK1/2 
inhibitor が三次元スフェロイド培養した
MDP 細胞の象牙芽細胞・骨芽細胞分化マー
カー発現に与える影響 
 
 
（４）考察 
以上の結果より、三次元スフェロイド培養

した MDP 細胞は平面培養と比較し、培養 12
時間後には象牙芽細胞・骨芽細胞分化マーカ
ーであるAlpおよびBmp2の発現が上昇する
ことを確認した。我々は、過去の研究におい
て、三次元スフェロイド培養してスフェロイ
ドコロニーとなった MDP 細胞を用いて凍結
切片を作製し、インテグリンシグナル関連因
子（pPaxillin, pFAK）の発現を免疫組織染色
で調べたところ、スフェロイドコロニーにこ
れら因子が強く発現していることを報告し
ている１。よって三次元スフェロイド培養が
MDP 細胞の分化誘導を促進した因子の一つ
としてインテグリンシグナルが関与してい

る可能性があると考えている。今回はさらに
インテグリンシグナルの影響を調べるため、
インテグリンシグナル阻害実験を行った。三
次元スフェロイド培養したMDP細胞にFAK 
inhibitor および ERK1/2 inhibitor を添加し
たところ、Alp および Bmp2 の発現は、何も
添加せずに三次元スフェロイド培養した
MDP 細胞と比較し、有意に発現が低下した
ことを確認した。よって、三次元スフェロイ
ド培養が MDP 細胞の象牙芽細胞・骨芽細胞
分化マーカー発現を亢進した要因としてイ
ンテグリンシグナルが関与している可能性
があることが示唆された。細胞表面に発現し
ている主要な接着因子の一つであるインテ
グリンは、スフェロイドコロニー形成に重要
な役割を果たしていることが分かっており、
MG63 細胞では、三次元スフェロイド培養す
ることでインテグリン発現が促進し、インテ
グリンを抑制するとスフェロイドコロニー
形成が阻害されることが報告されている。ま
た、インテグリンシグナルが神経堤由来幹細
胞の象牙芽細胞分化に関与しているとの報
告もある。三次元スフェロイド培養した
MDP 細胞では、細胞が三次元的に密に接触
する環境にあることから細胞接着が発達し
ている可能性があり、インテグリンシグナル
を介した象牙芽細胞・骨芽細胞分化が促進し
た可能性が高いことが分かった。 
 今後は、三次元スフェロイド培養によって
歯髄細胞を効率的に象牙芽細胞に分化誘導
できる条件を確立した上で、三次元スフェロ
イド培養した歯髄細胞をマウス歯髄腔に移
植し歯髄組織再生を図る動物実験を行い、臨
床応用の可能性を探る予定である。 
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