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研究成果の概要（和文）：歯髄は正常な組織では石灰化しない。しかし、歯髄線維芽細胞は、生体から取り出し
て培養すると、骨芽細胞や骨髄間葉細胞よりも自身の産生する細胞外基質を石灰化する能力が高いことがわかっ
た。培養歯髄線維芽細胞は破骨細胞形成支持能を有し、遺伝子発現プロファイルも骨芽細胞や骨髄間葉細胞と酷
似していた。また、歯髄線維芽細胞を免疫不全マウスに移植すると骨髄を伴った骨を形成した。本研究成果か
ら、歯髄線維芽細胞の分子生物学的性状解析結果を基にした硬組織再生医療における材料としての歯髄線維芽細
胞の有用性を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Dental pulp does not calcify in normal tissues. However, when dental pulp 
fibroblasts were removed from the body and cultured, it was found that the ability to calcify 
extracellular matrix produced by themselves is higher than that of osteoblasts and bone marrow 
mesenchymal cells. Cultured pulp fibroblasts possess osteoclastogenesis supporting ability, and the 
gene expression profile was very similar to osteoblasts and bone marrow mesenchymal cells. In 
addition, dental pulp fibroblasts were transplanted into immunodeficient mice to form bone with bone
 marrow. Based on the results of this research, it was possible to clarify the usefulness of pulp 
fibroblasts as a material in hard tissue regenerative medicine based on the molecular biological 
characteristics analysis result of pulp fibroblasts.
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１．研究開始当初の背景 
歯髄および歯根膜は in vivo において石灰
化しない組織である。しかし、これらの組織
から培養細胞を調製すると、骨芽細胞のよう
な骨形成活性を獲得することが知られてい
る。この理由としては、生体における歯髄・
歯根膜には石灰化阻害因子が存在する可能
性も提唱されている。現在まで多くの研究者
が歯髄細胞や歯根膜細胞に関する細胞生物
学的研究を遂行してきた。我々は今までに、
マウス切歯およびヒト小臼歯から採取した
歯髄組織から歯髄細胞の調製を行い、その特
異的形質発現の解析を行ってきた。その結果、
歯髄細胞は骨芽細胞や骨髄間葉細胞と比較 
して、高いアルカリホスファターゼ活性を有
し、骨誘導因子（BMP）の非存在下において
石灰化可能であることを見出した。また、
我々はマウス由来の歯髄細胞、骨芽細胞およ
び骨髄間質細胞から RNA を調製し、マイク
ロアレイ解析を行うことにより、骨形成促進
および阻害因子候補をスクリーニングして
きた。その実験結果から、歯髄細胞の有する
高い石灰化能力は、カルシウムチャネル
(Anxa8)やリン酸トランスポーター(Slc20a2)
の高発現、一方、MGP やピロリン酸合成酵
素(ENPP1)の低発現などに起因する可能性
が示された。アルカリホスファターゼ、リン
酸トランスポーター(Slc20a2)、カルシウムチ
ャネル(Anxa8)の機能発現は、局所における
カルシウムとリン酸の集積を惹起し、ヒドロ
キシアパタイト結晶を形成させると推測さ
れる。 
今回我々が計画した研究においては、本来
は石灰化しない組織を構成する歯髄細胞が
in vitro で獲得する高い石灰化活性の制御機
構を解明する。この研究で得られた実験結果
は、未だ全容が明らかになっていない石灰化
の分子機構の解明に寄与できると考えてい
る。さらに、これらの基礎的研究成果を基に
して、歯槽骨吸収の予防及び残存する歯槽骨
の増生に関与する薬剤の開発を目指す。現在
行われている iPS 研究やヒト骨髄細胞由来
の間質細胞移植などの研究と並行して進行
させることにより、口蓋裂における骨欠損や
歯周病をはじめとする歯槽骨吸収患者に対
する新しい治療法の開発にも直結すると信
じている。 

 
２．研究の目的 
骨のリモデリングとは、骨吸収と骨形成が
絶え間なく繰り返されることにより、古い骨
が新しい骨に置換されていくことである。こ
の骨吸収と骨形成の量は、動的に均衡した共
役状態に保たれたカップリング現象を示す。
一方、形成後の歯質に関しては、生理的代謝
の一環として吸収されることはない。我々は、
通常状態では石灰化することがない歯髄細
胞を細胞培養系に移すと、著しく強い石灰化
能を獲得し、この石灰化亢進の原因となる候
補遺伝子を複数見出した。本研究は、ヒト由

来の歯髄細胞を用いて、未だ不明である硬組
織石灰化の分子メカニズムを検討し、硬組織
再生におけるヒト歯髄細胞の有用性を明ら
かにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）ヒト歯髄細胞を用いた石灰化メカニズ
ムの解析 
前述のように、マウスを用いた歯髄細胞と
骨芽細胞・骨髄間葉細胞を用いたマイクロア
レイ解析の結果、歯髄細胞において強い活性
を示すリン酸トランスポーター(Slc20a2) 
やカルシウムチャネル(Anxa8)遺伝子を明ら
かにした。これらのトランスポーター遺伝子
をマウス骨芽細胞に導入すると、高い石灰化
能力を獲得するという実験結果も得ている。 
歯髄および歯根膜はin vivo において石灰
化しない組織であることから、これらの組織
には石灰化阻害因子が存在する可能性があ 
る。そこで、ヒト由来の歯髄・歯根膜・歯槽
骨から RNA を調製し、マイクロアレイ解析を
行うことにより、骨形成促進および阻害因子
候補をスクリーニングする。予備実験結果か
ら、ヒト歯髄細胞においてマウスと同様に、
アルカリホスファターゼ（ALP）や骨誘導因
子(BMP-2)発現が著しく高かった。また興味
深いことに、ヒトおよびマウス由来歯髄細胞
において特異的に高発現している３種類の
転写調節因子を見出した。これらの転写調節
因子の石灰化における機能解析を分子生物
学的に行う。 
（２）歯髄細胞の硬組織形成能の組織学的解
析 
ヒト歯髄細胞の硬組織形成能について解
析する。すなわち、免疫不全マウス
（NOD/SCID-IL-2RγKO マウス）にヒト歯髄
細胞を移植し、経時的に硬組織形成能を解析
する。また、免疫組織化学的に骨組織および
象牙質の特異形質発現についても検討する。
また、これらの硬組織様組織の基質小胞の存
在については、電子顕微鏡を用いた解析を行
う。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト歯髄細胞を用いた石灰化メカニズ
ムの解析 
ヒトおよびマウスの培養歯髄線維芽細胞
について、硬組織形成能の本質である細胞外
基質を石灰化させる能力を調べた。比較のた
めに骨髄間葉細胞または骨芽細胞の培養も
併行して行った。骨芽細胞の細胞外基質石灰
化は、骨形成タンパク 2（BMP-2）、β-グリセ
ロリン酸（β-GP）およびアスコルビン酸（AA）
の 3者を培地に添加しないと効率的には起こ
らない。BMP-2 シグナルは、骨芽細胞や骨髄
間葉細胞においてTNAPの発現を上昇させる。
次いでTNAPがβ-グリセロリン酸を加水分解
して Pi を生成し、ヒドロキシアパタイト結
晶が成長する。一方 AA は、コラーゲン分子
中のプロリン残基の水酸化酵素（プロリルヒ



ドロキシラーゼ）とリジン残基の水酸化酵素
（リシルヒドロキシラーゼ）の補酵素である。
プロリン残基とリジン残基の水酸化はコラ
ーゲンの成熟化および安定化に必須であり、
AA はコラーゲンの成熟化をもたらす。このよ
うにして、BMP-2, β-GP および AA はそれぞ
れ TNAP 発現上昇、Pi の供給物質、コラーゲ
ンマトリックスの成熟という役割を担って、
基質石灰化を促進する。ヒトおよびマウスの
培養歯髄線維芽細胞はBMP-2非添加条件化に
おいても TNAP の活性が高く、β-GP および
AA の添加のみで著明な基質石灰化が認めら
れた。リアルタイム RT-PCR にて発現レベル
を解析すると、ヒトおよびマウスの培養歯髄
線維芽細胞は、ともに TNAP の発現が骨髄間
葉細胞および骨芽細胞より数10倍高かった。
さらに、マイクロアレイにてヒトおよびマウ
スの培養歯髄線維芽細胞と骨髄間葉細胞お
よび骨芽細胞の遺伝子発現プロファイルを
作製した。ヒトおよびマウスの双方において
培養歯髄線維芽細胞、骨髄間葉細胞および骨
芽細胞の総括的な遺伝子発現パターンは、酷
似していた。すなわち、骨髄間葉細胞および
骨芽細胞のマーカーである I 型コラーゲン、
オ ス テ オ カ ル シ ン 、 Runt-related 
transcription factor 2（RUNX2）などは上
記3種の細胞間において同レベルで発現して
いた。象牙質および骨細胞の基質タンパク質
である象牙質マトリックスタンパク-1 
(DMP-1) の発現レベルは歯髄線維芽細胞の
ほうが高かった。特に、歯髄線維芽細胞は骨
髄間葉細胞などと比べ、複数の BMP ファミリ
ーメンバーの発現が数～数十倍レベルで高
かった。したがって、内在性の高い BMP2 発
現が高い TNAP の活性に寄与しているものと
思われる。マウスの歯髄線維芽細胞は骨髄間
葉細胞などに比べ、アネキシンファミリーの
カルシウムチャネルが高い発現を示したが、
ヒトの歯髄線維芽細胞では骨髄間葉細胞と
同レベルの発現であった。PPi の合成酵素
NPP1 については、マウスの歯髄線維芽細胞の
みで著しく低い発現レベルを示した。以上の
ように、ヒトおよびマウスの歯髄線維芽細胞
は、骨髄間葉細胞および骨芽細胞と大部分の
遺伝子について発現レベルが同等であるこ
とに加え、BMP ファミリーメンバーの発現が
著しく高いことから、硬組織再生において歯
髄線維芽細胞の優位性が予想された。 
（２）歯髄細胞の硬組織形成能の組織学的解
析 
ヒトおよびマウスの培養歯髄線維芽細胞
を T細胞および B細胞を欠損する重度免疫不
全マウスの筋膜下に移植した。1 週間平面培
養した歯髄線維芽細胞 105cells を 10 mm3の
ゼルフォーム（吸収性タイプＩコラーゲンス
ポンジ）とともにコラーゲンゲルに埋め込み、
さらに 1週間高密度 3次元培養し、歯髄線維
芽細胞+コラーゲンゲル+ゼルフォームの混
合ペレットを作製して、移植に用いた。移植
2 ヶ月後において、歯髄線維芽細胞移植群で

は同様の方法で移植した骨芽細胞や骨髄細
胞移植群よりも高度に石灰化した硬組織が
認められた。再生硬組織には、2 種類の組織
が同時に誘導され、細胞成分が少ない密な硬
組織と、骨髄を伴った骨組織が誘導された。
したがって、歯髄線維芽細胞は適当な方法が
開発されれば、造血機能を伴った完全な骨を
再生出来ることが示唆された。 
歯髄線維芽細胞が骨芽細胞や骨髄間葉細
胞と同様に破骨細胞支持能をもち、さらにそ
の発現プロファイルも骨芽細胞や骨髄間葉
細胞と酷似していた。実際に筋膜内に移植す
ると、効率的に硬組織を再生した。以上の結
果は、培養歯髄線維芽細胞が、硬組織石灰化
のメカニズム解明のためのモデル系として、
また、骨再生の材料として特に優れているこ
とを示す。一方で、硬組織の細胞外基質の石
灰化の最前線において Caや Piの濃縮に関与
していると想定される Caチャネルや Piトラ
ンスポーターについては、不明な点が多い。
培養歯髄細胞を石灰化機構解析モデルとし
て用いることで、Ca, Pi 濃縮に関わる分子機
構の解明とこれを標的とした薬剤の開発が
もたらされることを期待したい。 
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