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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，象牙質・歯髄複合体の修復再生過程における歯髄組織幹細胞／前駆細胞の
動態と象牙芽細胞への分化機構を解明することである。直接覆髄後早期に，M2マクロファージが集積すること，また非
コラーゲン性タンパク（osteopontin，dentin matrix protein 1）が沈着することが示された。一方，α-smooth musc
le actin陽性細胞が露髄部に出現し，その後象牙芽細胞様細胞に分化する可能性が示唆されるとともに，この過程にfi
brillin-1の分解を伴うことが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate cellular events during pulp tissue wound 
healing and reparative dentin formation after direct pulp capping. M2 macrophage-associated 
molecule-expressing cells transiently accumulated beneath the exposure site. The deposition of 
osteopontin and dentin matrix protein 1 (DMP1) at exposed pulp sites preceded the appearance of 
nestin-immunoreactive cells, active cell proliferation and new matrix formation. These suggest that M2 
macrophages participate in the initial phases of the healing and that osteopontin and DMP1 act as a 
trigger of pulp repair. In addition, numerous α-smooth muscle actin (SMA)-positive cells emerged at the 
wound margin, and the initially formed mineralized barrier was lined with α-SMA-positive cells similar 
in appearance to reparative odontoblasts, some of which co-expressed nestin. Fibrillin-1 degradation and 
down-regulation might be implicated in the differentiation of α-SMA-positive cells in this process.

研究分野： 歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
 歯髄はう蝕や修復処置などの様々な外来
侵襲に対して修復・再生する能力を有してい
るが，そのメカニズム，特に歯髄細胞から象
牙芽細胞への分化誘導機構に関しては不明
の点が多い。歯髄組織に存在する幹細胞/前駆
細が様々な刺激に反応して増殖し，硬組織形
成細胞へと分化すると考えられているが，こ
のような幹細胞/前駆細胞が歯髄のどこに存
在するのか，またどのようなメカニズムで創
傷部に移動して硬組織形成細胞へと分化す
るのか未だ不明である。また一方では，歯髄
細胞への遺伝子導入法や歯髄腔への幹細胞
移入による歯髄・象牙質再生，さらに組織工
学的手法を用いた歯の再生の試みも開始さ
れているが，細胞の供給源や倫理的問題等，
実用化には様々な問題が残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，歯髄組織の有する自己修復・
再生能力を賦活化する歯髄・象牙質再生療法
開発のための基礎データを得ることを目的
として，直接覆髄処置後の歯髄創傷治癒なら
びに硬組織形成過程における歯髄細胞，特に
歯髄組織幹細胞の動態，分化ならびに硬組織
形成機構について免疫組織化学的，分子生物
学的に検索する。また組織培養法による歯髄
再生モデルを確立し，この系における歯髄組
織の変化，特に細胞外マトリックスの変化に
ついて検索するものである。 
 
３．研究の方法 
 直接覆髄後の歯髄の創傷治癒，修復再生過
程における組織修復（M2）マクロファージ
マーカーならびに各種細胞分化・硬組織形成
マーカーの発現，局在の変化について免疫組
織化学的，分子生物学的に観察するとともに，
組織培養法を確立し，この系における歯髄組
織の変化について検討した。 
（１）直接覆髄処置後のマクロファージの動
態観察 
 8 週齢ラット臼歯に MTA による直接覆髄
処置を施し，一定期間経過後，灌流固定を行
った。脱灰後，切片を作成し，HE 染色なら
びに CD68（汎マクロファージマーカー），
CD163（常在性マクロファージ，M2 マクロ
ファージマーカー），CD204（抗ラットマク
ロファージスカベンジャー受容体；M2 マク
ロファージマーカー）を用いた酵素抗体染色
を行い観察した。 
 
（２）直接覆髄後の非コラーゲン性タンパク
の局在 
 8 週齢ラット臼歯に水酸化カルシウムによ
る直接覆髄処置を施し，同様にして切片を作
成し，硬組織形成・石灰化に関連する非コラ
ーゲンタンパク，osteopontin (OPN) および
dentin matrix protein 1 (DMP-1) に対する
酵素抗体染色を行い観察した。 
 

（３）直接覆髄処置後の α-SMA 陽性細胞の
動態と細胞外マトリックスの変化 
 矯正治療により抜去予定のヒト臼歯に
MTA あるいは水酸化カルシウムによる直接
覆髄処置を施し，一定期間経過後抜歯，浸漬
固定・脱灰後，凍結切片を作成した。α-smooth 
muscle actin (SMA) 陽性細胞ならびに細胞
外マトリックス（fibrillin-1，fibronectin，
decorin，tenascin-C）の局在性の変化につい
て免疫組織化学的観察を行った。 
 
（４）歯髄組織培養法の確立とこの系におけ
る歯髄組織変化 
 抜去されたヒト健全歯から得られた歯髄組
織を厚さ約 1.5mm にスライスし，フィルタ
ー上で培養し，この系における α-SMA 陽性
細胞，fibrillin-1，および MMP-3 の発現につ
いて観察するとともに，MMP 阻害剤の影響
についても合わせて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）直接覆髄処置後のマクロファージの動
態観察 
 CD68 陽性細胞，CD163 陽性細胞および
CD204 陽性細胞は，術後 1 日より変性層直
下に集積し始め，術後 2-3 日では顕著な集積
像を呈した。その後，基質形成に伴い集積像
が徐々に不明瞭となった。M2 マクロファー
ジは創傷治癒の初期過程で壊死組織の貪食
やサイトカイン・成長因子の産生などを行う
ことにより，組織修復の進行に役割を演じる
と考えられており，これらの細胞が直接覆髄
後早期に出現し，覆髄部直下の壊死層の処理
および組織修復などに関与することが示唆
された。 
 
（２）直接覆髄後の非コラーゲン性タンパク
の局在 
 OPNおよびDMP-1陽性反応は 6時間から
歯髄変性層直下に認められ，5 日後では線維
性基質とほぼ一致して強い反応が確認され
た。また 7 日，14 日後では被蓋硬組織の表層
に陽性反応が認められたが，細管を有する象
牙質様基質では反応が観察されなかった。一
方，nestin 陽性細胞は術後 3 日から変性層下
に出現し，5 日後では線維性基質直下に配列
するとともに，その下層にも分布していた。
7 日，14 日後では被蓋硬組織直下に nestin
陽性の象牙芽細胞様細胞の配列が観察され
た。OPN および DMP-1 が象牙芽細胞様細胞
の分化および被蓋硬組織形成過程の発動に
何らかの役割を果たしていることが示唆さ
れた。 
 
（３）直接覆髄処置後の α-SMA 陽性細胞の
動態と細胞外マトリックスの変化 
 覆髄部に α-SMA 陽性細胞が集積し，その
一部に nestin 陽性反応が認められた。線維性
基質が形成されると α-SMA 陽性細胞は象牙
芽細胞様の形態を示すとともに，nestin 強陽



性を示した。一方，細管構造を有する象牙質
様基質直下の新生象牙芽細胞様細胞は
nestin 陽性を示していたが，α-SMA の発現
は認められなかった。 
 一方，健全歯髄において各細胞外マトリッ
クスは一様に分布していたが，直接覆髄後，
fibrillin-1 に対する免疫陽性反応が局所的に
消失した。 fibronectin，decorin，および
tenascin-C の分布に変化は観察されなかっ
た。 
 
（４）歯髄組織培養系における α-SMA 陽性
細胞，fibrillin-1，MMP-3 の発現 
 歯髄組織を培養すると α-SMA 陽性を示す
細胞が多数出現する一方，fibrillin-1 の免疫
染色性およびｍRNA の発現が低下すること
が示された。一方，MMP-3 mRNA の発現が
亢進していたが，MMP 阻害剤を添加すると
fibrillin-1 の免疫反応性の向上が観察された。 
 以上の結果から，α-SMA 陽性が象牙芽細胞
様細胞に分化する可能性が示唆されるとと
もに，この過程に fibrillin-1 の分解を伴うこ
とが明らかにされた。 
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