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研究成果の概要（和文）：我々の先行研究にてヒアルロン酸は歯髄幹細胞のCD44を介して象牙芽細胞分化誘導を
示すことを明らかにしたが、CD44の発現が普遍的に象牙芽細胞分化誘導に重要であるのか明らかになっていな
い。そこで我々は象牙芽細胞分化誘導にCD44が関与しているのかを検証した。
我々の探索から歯髄幹細胞 をshikninにより処置することにより、象牙芽細胞のマーカーであるDSPPが発現され
ることがわかった。またそのDSPPの発現はPI3K, AKT , mTOR を抑制することにより抑制された。またCD44をノ
ックダウンしたDPSCsではshikoninによるDSPPの発現が抑制された。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we demonstrated that hyaluronan induces odontoblastic
 differentiation of dental pulp stem cells via interactions with CD44. However, it remains unclear 
whether CD44 expression by dental pulp stem cells is required for odontoblastic differentiation. 
We found that the shikonin which is include derivatives of naphthoquinone, the skeleton of vitamin 
K. The shikonin-induced expression of DSPP was inhibited by PI3K, AKT, and mTOR inhibitors. In 
addition, in dental pulp stem cells transfected with siRNA against CD44, the shikonin-induced 
expression of dentin sialophosphoprotein was inhibited. 

研究分野： 口腔外科

キーワード： 歯髄幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、歯髄幹細胞を効率的に象牙芽細胞へと分化誘導する化合物の探索し成功し、また、そのメカニズ
ムの一端を明らかにした。
これにより、不明確であった歯髄幹細胞の分化誘導メカニズムの一部を明らかにしたことにより、今後、歯髄再
生の方策に繋がることが期待される。また、歯科臨床における、新たな治療法の開発の一助となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 従来、歯髄組織には未分化な細胞が、多く存在することが知られており、臨床においては、

う蝕（虫歯）、歯周病などの刺激から歯髄を守るために歯髄組織内の細胞が象牙芽細胞へと

分化することは広く知られている。一方、歯髄幹細胞は歯髄組織に存在し、酵素処理した歯

髄組織から容易に分取できることがわかり、その歯髄幹細胞は CD29、CD90、CD44、CD146 な

どの幹細胞マーカーを発現しており、さらには幹細胞の特徴でもある Oct-4、SOX2 や Nanog

などの転写因子を持つことが分かっている（Gronthos S, et al: PNAS, 2000）。 

近年、多くの研究者が歯髄幹細胞の有用性に注目し、in vitro、 in vivo の両方において、

歯髄幹細胞から筋芽細胞、神経芽細胞、骨芽細胞、象牙芽細胞へ分化誘導できることを証明して

きた（Arthur A, et al: Stem Cells, 2008）(Bakopoulou A, et al: Stem Cell Res, 2015)。

動物実験では、歯髄幹細胞が筋組織や骨組織など様々な組織の再生に有用であることが示され

た（Graiano A, et al: Stem Cell Rev, 2015）。 

 一方、歯髄組織において、特に根未完成な部分では CD44 を発現している細胞が多く存在し、

石灰化に強く関与していることが報告された（Chen KL, et al: J Endod, 2013）。そこで、申請

者らは歯髄幹細胞における CD44 を刺激すると歯髄幹細胞が石灰化誘導されるのではないかと考

え、歯髄幹細胞における CD44 について研究した。その結果、歯髄幹細胞は CD44 を 62%と高発現

しており、CD44 のリガンドとして知られるヒアルロン酸の刺激により石灰化の指標であるアル

カリフォスファターゼ（ALP）が誘導されることをウエスタンブロッティング法と蛍光定量法両

方で証明した。次に、ヒアルロン酸による CD44 を介した刺激は歯髄幹細胞を骨芽細胞へと分化

誘導しているのか、もしくは象牙芽細胞へと誘導しているのかを検証した結果、象牙芽細胞のマ

ーカーである dentin sialophosphoprotein（DSPP）と dentin matrix acidic phosphorotein-

1(DMP-1)の両方が遺伝子レベルだけでなく、タンパク質レベルで増加していることがわかった。

さらに歯髄幹細胞はヒアルロン酸により CD44 を介して象牙芽細胞へと分化していることを証明

した。つまり、歯髄幹細胞はヒアルロン酸により CD44 を介して象牙芽細胞へと分化誘導される

ことがわかった。そこで、申請者は CD44 を介した象牙芽細胞への分化誘導メカニズムを詳細に

研究することで、より効率的に象牙芽細胞への分化誘導する方策がわかり、覆髄剤や歯牙再生へ

の治療応用に繋がると考え、本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導メカニズムを解明し、それにより、より効

率的に象牙芽細胞への分化誘導する方策を探索するために下記のことを明らかにすることであ

る。 

 

３．研究の方法 

我々はビタミン K 群には骨の形成促進や組織の石灰化に作用するものを含むことから、ビタミ

ン K の基本骨格であるナフトキノン誘導体を中心に、歯髄幹細胞の象牙芽細胞様分化誘導に関

与する化合物があるのか探索した。その中で DPSCs 象牙芽細胞分化誘導メカニズムの詳細を検

証した。 

 

４．研究成果 

 (1)Vitamin K 群の中で歯髄幹細胞を象牙芽細胞様分化誘導するのは Shikonin 

 ビタミン Kは脂溶性ビタミンの１つとして知られている。様々な血液凝固因子に関連するタン

パク質の翻訳後修飾の役割が知られている。また、オステオカルシンなどビタミン K依存性骨



基質タンパク質の生成に骨形成に関与していることが知られている。その中で、近年ではビタ

ミン K同族体の１つ

であるメナテトレイ

ンが、骨粗鬆症治療

薬や止血薬として用

いられている。そこ

で、ビタミン Kの基

本骨格であるナフト

キノン誘導体を中心

に、歯髄幹細胞の象

牙芽細胞様分化誘導

に関与しているのか

検証した。その結

果、shikonin において象牙芽細胞の分化マーカーである dentin sialophosphoprotein (DSPP)

の発現を誘導した（図 1）。このため、shikonin には歯髄幹細胞を象牙芽細胞へと分化誘導す

る活性を有していることが示された。 

 

 (2)Shikonin はその光学異性体 alkanin に比べ、歯髄幹細胞を象牙芽細胞様分化へ誘導する 

次に我々は shikonin とその光学異性体である alkanin の歯髄幹細胞に対する 50%阻害濃度

（half maximal inhibitory concentration: IC50）を調べてた。IC50 はそれぞれ、4.48μM±0.51

と 5.08μM±1.21 で有意な差はなかった。さらに DSPP の発現誘導を検証した結果、shikonin は

0.1μM で DSPP が発現する（図）。その一方、alkanin には DSPP の発現誘導は見られなかった

（図）。これらのことから、shikonin の光学異性体の alkanin には歯髄幹細胞を象牙芽細胞様に

分化誘導する能力がないが、shikonin は歯髄幹細胞を象牙芽細胞様に分化誘導する能力がある

ことが示された。 

 

 (3) Shikonin は Akt-mTOR を介して歯髄幹細胞を象牙芽細胞様に分化誘導する  

Shikonin はどのような細胞内シグナル伝達で歯髄幹細胞を象牙芽細胞へと分化誘導しているの

かを検証した。Shikonin は 30 分をピークに Akt のリン酸化を示し、また mTOR のリン酸化も 30

分から 90分の間に見られた。そのことから、我々は shikonin の歯髄幹細胞を象牙芽細胞様への

分化誘導には Akt-と mTOR が深く関与していると仮説を立てた。その検証のためにそれぞれの抑

制剤でその細胞内シグナルを抑制した場合、DSPP の発現誘導が抑制されるのかを検証した。そ

の結果、p-akt の抑制剤 Ly294002 で akt のリン酸化を抑制すると、DSPP の発現が抑えられた。

また Akt の抑制剤 GSK690693 で Akt を抑制すると、DSPP の発現が抑えられた。mTOR の抑制剤

rapamycine で DSPP の発現が抑えられた。以上のことから、shikonin は Akt-mTOR を介して歯髄

幹細胞を象牙芽細胞様に分化誘導されていることが示唆された。  

 

(4)Shikonin は CD44 を介して歯髄幹細胞を象牙芽細胞様に分化誘導する 

Shikonin が CD44 を介して、歯髄幹細胞を象牙芽細胞様に分化誘導しているのを検証するため

に、CD44 をノックダウンした。その結果、CD44 をノックダウンすると、shikonin による歯髄幹

細胞の象牙芽細胞への分化誘導は抑制された。そこで、我々は先に解明した shikonin は Akt-

mTOR を介して DPSCs の象牙芽細胞分化を誘導することと、CD44 の発現が象牙芽細胞分化誘導に
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図 1 Shikonin の象牙芽細胞様分化誘導 



関与することがどのように関連しているか調べる目的で、CD44 をノックダウンした状態で

shikonin 処置した場合、shikonin による Akt-mTOR のシグナルはどうなるのか検証した。その結

果、CD44 を抑制すると shikonin による、Akt と mTOR の活性化は抑制されなかった。そのことか

ら、shikonin による DPSCs の象牙芽細胞分化誘導は CD44、Akt-mTOR それぞれを別個で関与して

いることが示された。 

 

 (5)結論 

 我々の先行研究から、ヒアルロン酸による歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導には CD44 を

介することが明らかになっている。そして今回の研究から歯髄幹細胞へのヒアルロン酸による

CD44 の刺激の有無ではなく、CD44 の発現自体が歯髄幹細胞の象牙芽細胞様分化誘導に重要であ

ることが改めて明らかになった。また shikonin が歯髄幹細胞を Akt-mTOR signaling pathway を

介して象牙芽細胞様分化誘導する。このことから shikonin は象牙芽細胞への分化誘導剤として

有用であるし、歯科臨床においては歯髄保護剤としての可能性があることが示唆された。 
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