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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯髄幹細胞の歯髄腔への移植による歯髄再生系の確立をはかることを究極の目
的とし、歯髄幹細胞の同定、スキャホールドの選択およびラット臼歯による移植実験系の検討を行った。まず、ラット
歯髄中にCD146/MAP1B陽性幹細胞様細胞が血管周囲を中心に分布することを免疫組織学的に確認した。さらに、PLLA/Pu
ramatrix三次元複合スキャホールドとともにラット間葉系幹細胞を歯髄腔を除去したラット臼歯に移植したところ、移
植４週後に歯髄腔に石灰化組織が急速に形成された。以上より、本実験モデルが幹細胞移植による歯髄組織再生の検証
に有用である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study was designed with the ultimate purpose of establishing a tooth pulp tis
sue engineering using transplantation of dental pulp stem cells, and conducted to select appropriate scaff
olds and develop an experimental engineering system using rat molars. It was demonstrated that rat dental 
pulp is equipped with stem-like cells that coexpress CD146 and MAP1B and are distributed predominantly in 
theperivascular area.  rat dental pulp by means of immunohistochemistry. Moreover, transplantation of rat 
mesenchymal stem cells into pulpotomized rat molars with a PLLA/Puramatrix scaffold resulted in the format
ion of new mineralized tissues at 4 weeks. These results suggest that the experimental model used in this 
study is useful for investigating the pulp tissue regeneratiopn using stem cell transplantation.
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１．研究開始当初の背景 
 歯髄に細菌感染が生じた場合、現在なお多
数の症例で抜髄を施さざるを得ない。しかし、
除去された歯髄組織の再生が可能となれば、
歯の生来の機能が回復するとともに物性が
向上し、歯の残存期間の飛躍的延長が期待さ
れる。このような観点から組織幹細胞移植に
よる歯髄組織再生療法の可能性が探索され
ており、歯髄や歯乳頭由来の組織幹細胞をス
キャホールドとともに埋植することにより
歯髄様組織が形成されることを示した報告
がなされつつある。組織幹細胞は、誘導多能
性幹細胞(ES 細胞、iPS 細胞)のような多能性
は保持していないが、これらの細胞に伴うが
ん化あるいは再プログラム化のような問題
もないと考えられる。申請者らも上述の点に
着目して、組織幹細胞を用いた歯髄再生に対
する検索を重ねており、米国ミシガン大学と
の共同研究において、組織幹細胞の一種であ
るヒト乳歯由来幹細胞を poly-L-lactic 
acid(PLLA)スキャホールドとともにヒト抜
去歯スライスの歯髄腔内に移植、再生組織を
免疫不全マウス背皮下において増殖させる
ことにより、象牙芽細胞様細胞の配列を含め、
正常歯髄組織に形態学的・組織学的・分子生
物学的に類似する歯髄様組織を再生させる
ことに成功している。 
 
２．研究の目的 
 これまでのスキャホールドを用いた歯髄
組織再生法は口腔外間接法でのスキャホー
ルド移植に適した再生法であり、ヒトへの臨
床応用を達成するためには、口腔内直接法に
よる歯髄組織再生法の完成が必要とされる。
すなわち、直接法に適切な三次元的スキャホ
ールドの開発が急務である。また、将来の臨
床応用を想定した術式の創生と検証を行う
にあたっては、手法の開発・評価、あるいは
前臨床試験としての意義を含めて、実験動物
の歯を用いた再生実験系確立の意義は極め
て大きいと考えられるが、この方面の取り組
みは世界的にもいまだ限られたものとなっ
ている。そこで、これまでの成果を発展させ
つつ臨床応用への技法を創成することを究
極の目的として、口腔内で施術可能なスキャ
ホールドの開発・評価を行った。また、歯髄
からの幹細胞採取を行うための基礎的解析
として、ラット歯髄における幹細胞マーカー
陽性細胞の局在ならびに遺伝子発現解析を
行った。さらに、臨床応用を想定した術式の
創生と検証に不可欠な動物実験系として、ラ
ット臼歯を用いた再生実験系の確立をはか
った。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット臼歯の whole tooth culture 系の
確立 
 上記の研究目的を達成するための端緒と
して、顎骨ごと摘出したラット臼歯の whole 
tooth culture 培養系について、培養可能期

間の延長を図るとともに、培養歯髄組織に分
布する常在性免疫担当細胞・神経線維・血管
系について免疫組織化学的・分子生物学的手
法による検索を行った。特に常在性マクロフ
ァージや MHC クラス II 分子陽性細胞につい
ては、免疫組織化学的にその局在様式や密度
について in vivo の正常歯髄との比較を行う
とともに、レーザーキャプチャーマイクロダ
イセクションおよびリアルタイムPCR法を用
いて、培養組織中のこれらの細胞における免
疫機能分子等のmRNA発現レベルを解析した。 
(2)スキャホールドの評価 
以下の４群のスキャホールドの評価を、上
述の whole tooth culture 系を用いて行っ
た。 
a: PLLA/Puramatrix 
b: PLLA/Matrigel 
c: Puramatrix 
d: Matrigel 
 露髄後冠部歯髄を除去したラット臼歯に
上記のスキャホールをラット間葉系幹細胞
とともに移植し、１週間経過後の歯髄組織
を組織学的、免疫組織化学的に評価した。 
(3) ラット歯髄における幹細胞マーカー陽
性細胞の局在ならびに遺伝子発現解析 
 正常歯髄組織や培養歯髄組織に分布する組
織幹細胞マーカー陽性細胞について免疫組織
化学的・分子生物学的手法による検索を行っ
た。すなわち、CD146, MAP1B、endoglin (CD105)
などの各種幹細胞マーカーを検索対象とし、
免疫組織化学的に陽性細胞の局在様式や密度
について解析を行うとともに、リアルタイム
PCR法を用いて、組織中の各種幹細胞マーカー
mRNA発現レベルを解析した。 
(4)スキャホールドと幹細胞との動物埋植試
験 
 全身麻酔下でラット臼歯を露髄させ髄腔
内の歯髄組織を除去後、前述のスキャホー
ルドおよびラット間葉系幹細胞を移植後、
水硬性セメントおよびフロアブルレジン修
復材料を用いて窩洞を二重に封鎖した。１
週間および１ヶ月経過後の歯髄組織を、組
織学的に評価した。 
(5)ヒト乳歯幹細胞を用いたスキャホール
ド適合性の評価 
 前述のスキャホールドがヒト幹細胞にお
いても適用可能であるかを検索することを
目的とし細胞培養実験を行った。スキャホ
ールドおよびヒト歯髄乳歯幹細胞を、ヒト
抜去歯の凍結乾燥粉末を添加した培養液中
で三次元培養を行い、スキャホールド中に
生じた歯髄様組織を、ipGell(Genostaff
社)を用いてパラフィン包埋後、組織学的に
検索した。 
 
４．研究成果 
(1)ラット臼歯 whole tooth culture 系の確
立 
 1〜２週間維持されたラット臼歯whole 
tooth cultureの歯髄では、常在性マクロファ



ージにおけるMHCクラスII分子mRNA発現レベ
ルが正常歯髄組織と同程度に保持されている
こと、象牙芽細胞層における象牙質シアロリ
ンタンパクmRNA発現レベルも正常歯髄組織で
同程度であることなどが明らかになった。従
って、この培養系が、スキャホールドの安全
性評価やこれらを用いた再生実験に十分適用
可能であることが示唆された。 
(2) ラット歯髄における幹細胞マーカー陽
性細胞の局在ならびに遺伝子発現解析 
 ラット切歯あるいは臼歯においては、歯髄
組織中にCD146, MAP1Bなどの発現を示す少数
の幹細胞様細胞が血管近傍を中心に分布して
いることが確認された。特にCD146, MAP1B二
重陽性細胞を指標としてこれらの分布密度を
検索したところ、歯冠歯髄では歯根歯髄や歯
根膜と比較して有意に高い密度を示していた。
また、CD105, CD146などの幹細胞マーカー
mRNA発現レベルも同様に、歯冠歯髄では歯根
歯髄や歯根膜と比較して有意に高レベルであ
った。 
 以上の成果は、歯冠歯髄が幹細胞を効率的
に採取可能な部位である可能性を示したも
のであり、今後の歯髄からの幹細胞分取にあ
たり有益な情報と考察された。 
(3)スキャホールドの評価と幹細胞の動物
埋植試験 
 Hole tooth culture 系あるいはヒト乳歯
幹細胞を用いた in vitro 評価から、
PLLA/Puramatrix を用いた三次元複合スキ
ャホールドが適切なスキャホールドとして
選択された。ついで、冠部歯髄を除去した
ラット臼歯にラット間葉系幹細胞とともに
同スキャホールドを移植したところ、移植
４週後に歯髄腔内に石灰化した新生組織が
急速に形成されることが確認された。本実
験モデルが歯髄幹細胞を用いた歯髄組織再
生の検証に有用であることが示唆された。 
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