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研究成果の概要（和文）：骨格筋幹細胞, ES 細胞と iPS 細胞を用いた象牙芽細胞分化誘導メカ

ニズムについて基礎的検討を行った.レチノイン酸と BMP-4 の添加による象牙芽細胞分化誘導

により, 長楕円型への明瞭な形態学的変化と象牙質分化マーカーが観察された. さらに, 細胞

表層タンパク integrin α2β1 と αVβ3 の発現が観察され, ラミニン-1 とコラーゲンタイプ I とい

った細胞外マトリックスに対して強い接着能と運動能を有する象牙芽細胞様細胞に分化するこ

とが明らかとなった. 

 
研究成果の概要（英文）：We have examined the mechanism of three types of stem cells differentiation 
to odontoblasts for the purpose of dentin regeneration. Morphological analysis indicated that retinoic 
acid and BMP-4 induced differentiation to the odontogenic pathway. Differentiated cells showed 
markers of odontoblast differentiation. Moreover, we found significant integrin α2β1 and αVβ3 
expression with increased adhesion and motility on laminin-1 and collagen type-I substrates.  
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１．研究開始当初の背景 
 う蝕によって失われた歯の形態・機能・審

美性を回復するためには, グラスアイオノマ

ーセメント, コンポジットレジン, セラミッ

クなどの人工材料を使用するのが一般的であ

るが, 近年, これらの人工材料に代わり, 失

われた歯質（象牙質、エナメル質）や歯その

ものの再生を治療目的とする再生療法の開発

が期待されており, 先行する医学領域におい

ては, 角膜，軟骨，人工関節，血管，心筋の

再生に対しての臨床研究が盛んに行われてい

る. 興味深いことに, 歯髄組織はう蝕や修復

処置などの物理的あるいは化学的な刺激によ

り象牙質を再生することができる潜在能力を
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有している.近年, 歯髄前駆体細胞あるいは

歯髄幹細胞などが前述の象牙質の再生に関与

することが示唆された. したがって, 幹細胞

を用いた細胞導入治療法が従来のう蝕治療法

や覆髄法に代わる有効な手段となる可能性が

ある. 
  

２．研究の目的 
 本研究では, 強い再生能力を有するヒト

骨格筋組織から確立した骨格筋幹細胞, さ

らに外胚葉・内胚葉・中胚葉, そして第 4 の

胚葉と言われている神経堤細胞への分化機

構の解析に有用な ES 細胞, そして, 成熟し

た細胞を初期胚の状態にリセットした iPS 細

胞を用いて, 象牙質・歯髄複合体の再生メカ

ニズムを解析し, 従来のう蝕治療法や覆髄

法に代わる新規な幹細胞を用いた細胞導入

象牙質・歯髄複合体再生治療法モデルの確立

を目標とする. 

 
３．研究の方法 
 (1)ヒト骨格筋幹細胞, マウスES細胞と iPS

細胞の象牙芽細胞への分化誘導の解析: 

 各幹細胞に hanging drop 法を施した後, 

RA(レチノイン酸)存在下で 3 日間, 浮遊培

養後, コラーゲン上に細胞を播種し, BMP-2, 

-4, -6 存在下で 7 日間培養を行う. 

 

 (2)象牙芽細胞への分化の評価: 

  BMP-2, -4, -6 添加後, 1, 3, 5, 7 日目での各

幹細胞の形態学的変化を光学顕微鏡下で観

察する. BMP-2, -4, -6 添加 7 日後, total RNA

抽出し, 神経堤細胞マーカーである FoxD3

と Sox10, 象牙芽細胞分化マーカーである

DSPP（象牙質シアロリンタンパク質）, 

Enamelysin（MMP-20）の遺伝子発現を RT-PCR

法を用いて観察する. さらに, 象牙芽細胞

分化マーカーである DSP（象牙質シアロタン

パク質）の発現を免疫染色法を用いて観察す

る. 石灰化能を ALP 染色とアリザリンレッ

ド染色により観察する. 

 

 (3)象牙芽細胞分化誘導前後の細胞表層タ

ンパク integrin の発現変化の観察: 

 細胞外マトリックスに対する細胞接着能

に関与する integrin（α1, α2, α5, α6, α7, αV）の

発現変化をフローサイトメーターを用いて

観察する. 

 

 (4) (3) における integrin の発現変化が遺伝

子レベルで制御されているものであるか, 

プロモーターassay で証明を行う. 

 

 (5)各幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導に

おける, Enamelysin (MMP-20) の遺伝子発現

とその発現経路に関して RT-PCR 法とウエス

タンブロット法を用いて観察する. 

 

 (6) 細胞外マトリックス（ラミニン, フィ

ブロネクチン, コラーゲンタイプⅠ）に対す

る細胞接着能と運動能の解析を行う. 

 

 (7)各幹細胞から分化誘導した象牙芽細胞

を, 間葉系幹細胞（理化学研究所より入手）

と共存培養し, 歯胚での上皮 間葉相互作用

を誘導する因子(activin, EGF, FGF-2, IGF-1, 

TGF-β)を作用させ象牙質・歯髄複合体の再生

を検討する. 

 

 (8)分化誘導した象牙質・歯髄複合体を I 型

コラーゲンの人工細胞外マトリックス

（ECM）と一体化させ, 8 週齢の雄性 Wister

系ラットの抜歯した臼歯部と切歯生活歯髄

切断面に圧をかけないように注意しながら

自家移植する. 抜歯した臼歯部は止血用ゼ

ラチンスポンジで封鎖をし, 切歯切断面は

光重合型コンポジットレジンにて完全に封



鎖する. 移植 1, 2, 3, 4 週後に移植部を軟エッ

クス線を用いて観察する. さらに, 周囲組

織を含めて試料を摘出し, 通法に従い固定,

パラフィン包埋を行い連続組織切片を作製

する. HE 染色による形態学的観察と未脱灰

凍結標本のアリザリンレッド染色により石

灰化能を検討する. 象牙質に特異的なマー

カーである DSP（象牙質シアロタンパク質）

の発現を免疫染色法を用いて観察する. 
 

４．研究成果 

(1)ヒト骨格筋幹細胞, マウス ES 細胞と iPS

細胞の象牙芽細胞への分化誘導の解析: 

  Hanging drop 法を施した後, レチノイン酸

存在下で 3 日間浮遊培養させ, コラーゲン上

に細胞を播種し, BMP-2, -4, -6 存在下で 7 日

間培養をおこなった. 2. 象牙芽細胞への分化

の評価: ① BMP-2, -4, -6 添加後, 形態学的

変化を観察した結果, BMP-4 添加群において

長楕円型の明瞭な形態学的変化が観察され

た. ② BMP-2, -4, -6 添加 7 日後の FoxD3, 

Sox10, DSPP, Enamelysin の遺伝子発現を観察

した結果, BMP-4 添加群において DSPP と

Enamelysin の遺伝子発現が観察された. ③ 

DSP の発現を免疫染色法を用いて観察した

結果, BMP-4 添加群において DSP タンパクの

発現が観察された. ④ 象牙芽細胞分化誘導

後の石灰化能を ALP 染色とアリザリンレッ

ド染色により観察した結果, BMP-4 添加群に

おいて ALP とアリザリンレッド陽性細胞が

観察された.  

 

(2)象牙芽細胞分化誘導前後の integrinの発現

変化の観察: 

  Integrin（α1, α2, α5, α6, α7, αV）の発現変化

を観察した結果 , BMP-4 添加群において

integrin α1β1, α2β1, α6β1, αVβ3 の発現が観察

された.  

 

(3)上記 3.における integrin の発現変化が遺伝

子レベルで制御されているものであるか, プ

ロモーターassay により観察した結果, BMP-4

添加群における integrin の発現が遺伝子転写

レベルで制御されていることが明らかとな

った.  

 

(4)3 種の幹細胞の象牙芽細胞分化誘導にお

ける, Enamelysin の遺伝子発現と発現経路を

観察した結果 , マウス ES 細胞において , 

BMP-4 添加群に Enamelysin の遺伝子発現が

観察され, p38MAPK シグナルを介した制御

機構の関与が示唆された. 

 

(5)細胞外マトリックス（ラミニン -1, -2 , フ

ィブロネクチン, コラーゲンタイプ I ）に対

する細胞接着能と運動能の解析:  

  ヒト骨格筋幹細胞, マウス ES 細胞と iPS 

細胞に Hanging drop 法を施した後, レチノ

イン酸（RA）存在下で3日間浮遊培養させ, コ

ラーゲン上に細胞を播種し, BMP-4 存在下で

7 日間培養をおこなった. ヒト骨格筋幹細胞, 

マウス ES 細胞と iPS 細胞の RA と BMP-4 

添加群における、象牙芽細胞分化誘導前後の

細胞外マトリックス（ラミニン -1, -2, フィブ

ロネクチン, コラーゲンタイプ I ）に対する

細胞接着能と運動能の解析を行った結果, 象

牙芽細胞への分化誘導によりラミニン-1, フ

ィブロネクチンとコラーゲンタイプ I に対し

て強い接着能と運動能を有することが明ら

かとなった.   

 

(6)分化誘導した象牙質・歯髄複合体の in vivo 

での石灰化能を検討した結果, ラット切歯生

活歯髄切断面にアリザリンレッド染色陽性

細胞が観察され, さらに, 象牙質分化マーカ

ーである DSP 陽性細胞が観察された.     
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