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研究成果の概要（和文）：我々は、象牙芽細胞の枯渇に伴い修復象牙質の形成が誘導され、この過程で、歯髄組
織における副甲状腺ホルモン受容体(PTHR)の発現が上昇することを明らかにしている。本研究では、さらに以下
のことを見出だした。(1) 象牙芽細胞の枯渇に伴い、細胞稠密層に局在するNestin(Nes)陽性および陰性の歯髄
細胞の増殖活性が上昇し、象牙芽細胞様細胞に分化する。(2) PTH製剤(テリパラチド)の投与は、象牙芽細胞の
枯渇に伴う修復象牙質の形成を上昇させた。(3) テリパラチドは、象牙質の物理的欠損に伴う修復象牙質の形成
を上昇する傾向が認められた。(4)細胞稠密層のNes陽性細胞は、活動性が低く長寿命である。

研究成果の概要（英文）：We have found that reparative dentin formation is induced by odontoblast 
death, and the expression of parathyroid hormone receptor (PTHR) in pulp tissue is upregulated 
during this process. Based on the previous above findings, the following findings were revealed in 
our study. (1) In response to odontoblast death, proliferative activity of Nestin(Nes)-positive and 
-negative dental pulp cells localized in the cell-rich zone was increased and they differentiated 
into type I collagen(Col1)-positive odontoblast-like cells. (2) Administration of teriparatide, a 
biologically active N-terminal 1-34 peptide of the human PTH, increased the formation of reparative 
dentin following osteoblast depletion. (3) Administration of teriparatide tended to increase the 
formation of reparative dentin induced by physical defects in dentin. (4) Nes-positive cells in the 
cell-rich zone were found to be quiescent and long-lived.

研究分野：骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔は、咀嚼機能を介して生命維持の根幹を司る重要な器官であり、この咀嚼機能の発現には、正常な歯牙硬組
織の維持が必須である。したがって、臨床の現場では、象牙質欠損をより速やかに補填する新規治療法の開発が
求められているが、その硬組織修復メカニズムは未だ良くわかっていない。本研究成果により、象牙芽細胞の細
胞死が細胞稠密層に局在する歯髄細胞を介して修復象牙質形成に寄与することが明らかになった。今後は、以上
の研究成果をさらに発展させ、人為的な修復象牙質形成の誘導を可能とする新規硬組織再生治療法の開発を目指
した基盤研究の創生に繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
外傷、う蝕などの重度の象牙質損傷は、象牙芽細胞死を引き起こす。それに応じ、歯髄幹細胞
が新たな象牙芽細胞（象牙芽細胞様細胞）に分化し、硬組織を修復すると考えられている。しか
し、歯髄幹細胞の実体についての見解は未だ統一しておらず、分化調節機構は未解明のままであ
る。本研究では、遺伝子情報改変マウスを活用した in vivo解析により、修復象牙質形成に寄与
する歯髄細胞の動態を調べ、歯髄幹細胞の性状を明らかにすることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 
これまで我々は、象牙芽細胞の枯渇実験系を構築し、象牙芽細胞の枯渇に伴い、象牙芽細胞様
細胞が出現し、修復象牙質形成が亢進することを見出だしている。しかしながら、この過程にお
ける象牙芽細胞様細胞の起源と考えられる歯髄幹細胞およびその分化動態については良くわか
っていない。また、象牙芽細胞の枯渇後の歯髄組織では、副甲状腺ホルモン受容体(PTHR：
parathyroid hormone receptor) および、その下流のリン酸化 CREB（cAMP response element 
binding protein） (pCREB)の発現が上昇することを明らかにしているが、この過程における PTH
の作用メカニズムについては不明である。加えて、これまで、物理的な象牙質欠損後の歯髄組織
においても PTHR と pCREB の発現が上昇することを見出だしているが、この過程における、PTHR
の役割についても未解明である。以上の背景を踏まえ、本研究は、遺伝子情報改変マウスを用い
た細胞系譜解析および細胞枯渇実験系を用いる事により、修復象牙質形成に寄与する歯髄幹細
胞の動態および性状を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における歯髄細胞の細胞増殖解析 
生体内で象牙芽細胞を得意的に除去するために、Ｉ型コラーゲンのプロモーター[Col1(2.3 
Kb)]の制御下で、ヒト由来ジフテリア毒素受容体(hDTR)および GFP を発現するマウス（Col1(2.3 
kb)-Cre;flox-stop-flox-hDTR(iDTR);Col1(2.3 kb)-GFP）を作製した。なお、本研究において、
象牙芽細胞の枯渇実験には、成長に伴う象牙質形成活性が低下する 12 週齢以降のマウスを用い
た。マウスにジフテリア毒素(DT)(250 ng/day)を 1 週間投与し、最終投与の 24 時間後の上顎第
一臼歯を回収し、凍結切片を作製した。歯髄組織における細胞増殖マーカーKi64 に対する免疫
染色を施し、共焦点顕微鏡を用いて陽性細胞を解析した。また、DT 投与後１、７、21 日後の歯
髄組織から total mRNA を回収し、Ki67 の発現をリアルタイム PCR により解析した。 
(2)象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における象牙芽細胞様細胞前駆細胞の細胞増
殖解析 
Col1(2.3 kb)-Cre;iDTR;Col1(2.3 kb)-GFP マウスに DT (250 ng/day)を 1 週間投与し、象牙
芽細胞を枯渇した。DT の投与終了の 24 時間後から、EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine)(0.4 
mg/day)を 13 日間連日投与した。Edu の最終投与 24 時間後に回収した上顎第一臼歯の凍結切片
を作製し、共焦点顕微鏡によるイメージング解析を行った。 
(3)象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における Nestin-GFP 陽性細胞の解析 
中間系フィラメントの一種であるNestin(Nes)のエンハンサーの下流でGFPを発現するマウス
（Nes-GFP）では、細胞稠密層が GFP 陽性細胞として検出できることが報告されている(Histochem. 
Cell Biol. 149:383-391, 2018)。Nes-GFP マウスを用いて、象牙芽細胞の枯渇に伴う上顎第一
臼歯における細胞稠密層の動態を調べた。Col1(2.3 kb)-Cre;iDTR;Nes-GFP マウスに DT (250 
ng/day)を 1 週間投与し、象牙芽細胞を枯渇した。DT の最終投与の 24 時間後から、EdU (0.4 
mg/day)を 13 日間連日投与した。Edu の最終投与 1 日後に、上顎第一臼歯の凍結切片を作製し、
共焦点顕微鏡によるイメージング解析を行った。一方、alpha-smooth muscle actin (α-SMA)陽
性の歯髄細胞は、硬組織形成細胞の前駆細胞として機能することが報告されている（J. Dent. 
Res. 96:323-330, 2017)。そこで、Nes-GFP 陽性細胞と同様に、象牙芽細胞の枯渇に伴うα-SMA
陽性の歯髄細胞の挙動についても凍結切片によるイメージング用いて解析した。さらに、象牙芽
細胞を枯渇後１、７、21 日後の歯髄組織から mRNA を回収し、Nes およびα-SMA 遺伝子の発現変
動をリアルタイム PCR により解析した。 
(4)象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成に対するテリパラチド投与の作用 
 PTHR のリガンドである、PTH 関連タンパク質(PTHrP：PTH related peptide)の象牙芽細胞の枯
渇後における発現変動を解析した。Col1(2.3 kb)-Cre;iDTR マウスに DT (250 ng/day)を 1 週間
投与し、象牙芽細胞を枯渇した。枯渇後１、７、21 日後の歯髄組織から mRNA を回収し、PTHrP
遺伝子の発現変動をリアルタイム PCR により解析した。また、Col1(2.3 kb)-Cre;iDTR マウスに
DT (250 ng/day)を 1 週間投与し、最終投与の 1日後から、PTH 製剤であるテリパラチド(PTH(1-
34))(80 ug/kg/12 h)を 16 日間連日投与した。さらに、テリパラチド投与の 11 日および 16日
目にカルセイン（160 ul(3 mg/ml)/マウス）を投与し、修復象牙質を標識した。カルセインの 2



回目投与の 1 日後に回収した第一臼歯の凍結切片を作製し、共焦点顕微鏡を用いてテリパラチ
ド投与の修復象牙質形成に対する作用を調べた。 
(5)象牙芽細胞の枯渇に伴う象牙芽細胞様細胞の形成に対するテリパラチド投与の作用 
Col1(2.3 kb)-Cre;iDTR;Col1(2.3 kb)-GFP マウスに DT (250 ng/day)を 1 週間投与し、象牙
芽細胞を枯渇した。DT 最終投与の 1日後から、テリパラチド (80 ug/kg/12 h)を 16 日間連日投
与した。テリパラチドの最終投与の 24 時間後に回収した第一臼歯の凍結切片を作製し、テリパ
ラチド投与による、Col1(2.3 kb)-GFP 陽性の象牙芽細胞様細胞形成への作用を共焦点顕微鏡を
用いたイメージングにより調べた。 
(6)象牙質欠損に伴う修復象牙質形成に対するテリパラチド投与の作用 
象牙質欠損に伴う修復象牙質形成におけるテリパラチドの作用を調べた。12～15 週齢の野生
型マウスの臼歯象牙質に、スチールバー（round, HP1/4, 005；Dentsply Sirona）を用いて直径
0.5 mm の欠損を施した。欠損部は、MTA (mineral trioxide aggregate)セメント及びグラスア
イオノマーセメントにより修復処置を行った。また、セメントの脱離を防ぐために、対合歯を抜
去した。象牙質欠損処置の 1日後から、テリパラチド (80 ug/kg/12 h)を 12 日間連日投与した。
テリパラチド投与 2日および 12 日目にカルセイン（160 ul(3 mg/ml)/マウス）を投与し、修復
象牙質を標識した。カルセインの 2回目投与の 1日後に回収した第一臼歯の凍結切片を作製し、
共焦点顕微鏡を用いてテリパラチド投与の修復象牙質形成に対する作用を調べた。 
(7) Nes 陽性細胞稠密層の細胞系譜解析 
Nes 陽性の細胞稠密層を標識し、その動態を細胞系譜解析により解析した。Nes-creER;flox-
stop-flox-tdTomato(iTom); Nes-GFPマウスを作製した。3週齢でタモキシフェン（Tam：4 mg/30g）
を投与し、48 時間、6カ月後に上顎第一臼歯の凍結切片を作製し、共焦点顕微鏡を用いてイメー
ジング解析を行った。 
(8)象牙質欠損に伴う Nes 陽性細胞稠密層の動態解析 
Nes-creER;iTom、Nes-creER;iTom;Nes-GFP および Nes-creER;iTom;Nes-GFP;Col1(2.3 kb)-GFP
に Tam を含んだ餌(400 mg/kg/food)を 5 日間与え、その後、普通食で 1週間飼育した。スチール
バーを用いて上顎第一臼歯に欠損を与え、グラスアイオノマーセメントを用いて修復処置を施
した。その後、普通食にて 2週間飼育した。その間、Nes-creER;iTom マウスにはカルセイン（0.01 
mg/g）を 2日おきに投与し、修復象牙質を標識した。上顎第一臼歯の凍結切片を作製し、共焦点
顕微鏡による解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における歯髄細胞の細胞増殖解析 
DT の投与により、Col1(2.3 kb)-GFP で検出される象牙芽細胞の枯渇が観察された。また、コ
ントロールマウス（iDTR;Col1(2.3kb)-GFP）と比較して、髄角の細胞稠密層における Ki67 陽性
細胞が、象牙芽細胞の枯渇により有意に増えることが明らかになった。一方、コントロールおよ
び象牙芽細胞枯渇の 24 時間後に残存している Col1(2.3 kb)-GFP 陽性象牙芽細胞は、Ki67 陰性
であった。また、リアルタイム PCR の結果、象牙芽細胞枯渇の１日後に歯髄組織における Ki67
の発現が有意に上昇し、7日後に低下した。また、象牙芽細胞枯渇の 21 日後の Ki67 のレベルは
コントロールと比較して有意差は認められなかった。以上より、象牙芽細胞の枯渇に伴い、細胞
稠密層の増殖活性が亢進することが明らかになった。 
(2) 象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における象牙芽細胞様細胞前駆細胞の細胞増
殖解析 
EdU 投与により、象牙芽細胞の枯渇後に増殖活性を示す細胞を検出した。その結果、コントロー
ルマウス（iDTR;Col1(2.3kb)-GFP）では、Col1(2.3 kb)-GFP 陽性象牙芽細胞および歯髄細胞に
EdU 陽性細胞は認められなかった。一方、象牙芽細胞枯渇群では、EdU 陽性細胞が髄角の細胞稠
密層および歯髄の中央部部に認められた。中央部に認められた EdU 陽性細胞は、CD45 および
Ter119 陽性の血球系細胞であった。一方で、細胞稠密層の EdU 陽性細胞は、CD45 および Ter119
陰性の間葉系細胞であった。また、これら EdU 陽性間葉系細胞の一部では、Col1(2.3 kb)-GFP の
発現が認められた。したがって、象牙芽細胞の枯渇に伴い、細胞稠密層の間葉系細胞が増殖を介
して象牙芽細胞様細胞に分化することが示唆された。 
(3) 象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成過程における Nestin-GFP 陽性細胞の解析 
 歯髄組織における Nes-GFP 陽性細胞の局在を調べた。その結果、Nes-GFP 陽性細胞は、細胞稠
密層に限局して認められた。また、象牙芽細胞は、Nes-GFP の低い発現が認められた。一方、Nes-
GFP の発現は、α-SMA 陽性の歯髄前駆細胞、CD31 陽性血管内皮細胞および CD45、Ter119 陽性の
血球系細胞には認められなかった。また、EdU 投与により、象牙芽細胞の枯渇後における Nes-
GFP 陽性細胞の増殖活性変化を調べた。その結果、コントロールマウス（iDTR;Nes-GFP）では、
細胞稠密層に EdU 陽性細胞は認められなかった。一方、象牙芽細胞枯渇群では、髄角の細胞稠密
層に、EdU を取り込んだ Nes-GFP 陽性細胞が認められた。さらに、象牙芽細胞の枯渇後の歯髄組
織における Nes 遺伝子の発現をリアルタイム PCR で調べた。その結果、コントロール（iDTR）と
比較して、Nes 遺伝子の発現は、象牙芽細胞の枯渇 1日後に減少傾向を示し、枯渇 21 日後には、
有意に上昇することが明らかになった。一方で、α-SMA 遺伝子の発現は、象牙芽細胞の枯渇後
に顕著な増減は認められなかった。以上のリアルタイム PCR の結果と類似して、象牙芽細胞の枯



渇後に、α-SMA 陽性細胞の EdU の取り込みは確認されなかったことから、α-SMA 陽性細胞は象
牙芽細胞の枯渇後に増殖活性が亢進しないことが示された。一方、象牙芽細胞の枯渇に伴い、細
胞稠密層の Nes-GFP 陰性画分においても、EdU の取り込みが確認された。したがって、象牙芽細
胞の枯渇に伴い、細胞稠密層における Nes-GFP 陽性および陰性の間葉系細胞の増殖活性が亢進
することが明らかになった。 
(4)象牙芽細胞の枯渇に伴う修復象牙質形成に対するテリパラチド投与の作用 
象牙芽細胞の枯渇後の 1、7、21 日後の歯髄組織における PTHrP の遺伝子発現をリアルタイム
PCR で解析した結果、PTHrP 遺伝子の発現変動は認められなかった。一方、象牙芽細胞の枯渇に
伴う修復象牙質の形成は、テリパラチドの投与により有意に上昇した。以上より、象牙芽細胞の
枯渇に伴い歯髄組織で発現上昇する PTHR は、テリパラチドの投与依存的に修復象牙質形成を亢
進することが示された。 
(5)象牙芽細胞の枯渇に伴う象牙芽細胞様細胞の形成に対するテリパラチド投与の作用 
象牙芽細胞の枯渇に伴う Col1(2.3 kb)-GFP 陽性の象牙芽細胞様細胞の分化は、テリパラチド
の投与による影響は受けなかった。以上より、象牙芽細胞の枯渇に伴い歯髄組織で上昇する PTHR
は、象牙芽細胞様細胞の分化に対しては作用しないことが示唆された。 
(6)象牙質欠損に伴う修復象牙質形成に対するテリパラチド投与の作用 
象牙質欠損に伴う修復象牙質形成におけるテリパラチドの作用を調べた。その結果、有意差は
認められなかったものの、テリパラチド投与による修復象牙質形成の上昇効果が示唆された。以
上より、象牙質の物理的欠損後に上昇する PTHR は、テリパラチド投与により活性化され、修復
象牙質形成の亢進に寄与することが示唆された。 
(7)歯髄 Nes 陽性細胞の細胞系譜解析 
Tam 投与 48 時間後の Nes-creER; iTom; Nes-GFP マウスにおける第一臼歯のイメージング解析
を行った。その結果、Nes-creER で標識される Tom 陽性細胞は、主に髄角に認められ、Nes-GFP
陽性の細胞稠密層とオーバーラップしていた。以上より、Nes-creER により、細胞稠密層の Nes-
GFP 陽性細胞が標識できることが明らかになった。また、6 カ月においても、Tom 陽性細胞は同
様の局在を示し、細胞数の顕著な変化は認められなかったことから、この細胞画分の活動性は低
く長寿命であることが分かった。 
(8)象牙質欠損に伴う Nes 陽性細胞稠密層の動態解析 
Nes-creER;iTom マウスの象牙質欠損部には、カルセインの取り込みが認められ、修復象牙質
形成が確認できた。また、Nes-creER;iTom;Nes-GFP;Col1(2.3 kb)-GFP マウスの象牙質欠損部で
は、象牙質損傷に伴う Col1(2.3 kb)-GFP 陽性象牙芽細胞の減少が認められた。また、Nes-
creER;iTom;Nes-GFP マウスの象牙質損傷部では、細胞稠密層に局在する Nes-GFP 陽性細胞が減
少していた。一方、今回実験に用いた 3種類の遺伝子情報改変マウスにおける象牙質欠損部に近
接する Tom 陽性細胞の数は、非損損傷のコントロール群と比較して減少していた。以上より、象
牙質損傷の処置により、細胞稠密層も障害を受けていることが示唆された。今後、象牙質の損傷
方法を検討し、細胞稠密層の修復象牙質形成における役割を検討する予定である。 
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