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研究成果の概要（和文）：本研究では、カルシウム感知受容体(CaSR)を介したシグナルが硬組織形成を促す作用
があることに着目し、CaSR作動薬を歯髄が露出した部位へ応用し、生体組織との接触部位に壊死層を作らず硬組
織形成を促す直接覆髄材を開発することを目的とした。まずヒト歯髄細胞から、多分化能を有し間葉系幹細胞マ
ーカーを発現するヒト歯髄幹細胞株を得た。次にこの細胞をCaSR作動薬であるカルシウムで刺激した結果、象牙
芽細胞分化が亢進することを明らかにした。そこでハイドロキシアパタイトを含有したアクリル系レジンを作製
し、直接覆髄材としてラットの露髄モデルに応用した結果、露髄面に硬組織形成を促す働きがあることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we looked at the positive function of the signal through 
calcium sensing receptor (CaSR) on hard tissue formation. We therefore aimed at developing the 
direct dental pulp capping material that would not induce pulp tissue necrosis beneath the pulp 
exposed area, but promote dentin bridge formation when it would be applied to pulp exposed portion. 
First we have obtained human dental pulp stem cells that showed the multi-differentiation properties
 and expressed mesenchymal stem cell markers. Next when this cell was treated with calcium, a potent
 CaSR stimulator, we found that it led to the odontoblastic differentiation. Thus, we produced the 
hydroxyapatite-containing acrylic resin, and then applied it to the pulp exposed model rat. 
Consequently, we found that this material could induce dentin bridge formation beneath the 
application area without triggering the necrosis of pulp tissue
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１．研究開始当初の背景 
 露出した歯髄の保存を図ることは、歯の長
期維持において重要な課題である。Ca(OH)2
製剤を応用した場合、接触面下には壊死層が
生じ、さらにその修復機転として多孔性の骨
様象牙質が形成される。近年 Mineral 
Trioxide Aggregate (MTA)を用いた直接覆髄
法が臨床で実施されているが、やはり歯髄と
の界面にはMTAから遊離したCa(OH)2の水
酸化物イオンにより一定の壊死層が生じる。
このような壊死層または多孔性の骨様象牙
質の形成は、細菌感染のターゲットや修復後
漏洩の原因となり、安定した組織の治癒と予
後を困難にすると考えられる。過去の研究で
は、Ca(OH)2 製剤を用いた直接覆髄症例の約
２割において生存できないとの報告もある 
(Horsted ら, 1985)。 
一方、カルシウム感知受容体(CaSR)は、

様々な組織の細胞外カルシウムの感知機構
において働く重要な受容体だが、神経や肺の
発生等にも関与し、さらに骨軟骨代謝では中
心的な役割を有している（Riccardi ら、2013）。
そ の た め 、 CaSR 制 御 に 着 目 し た
calcimimetic/calcilytic therapy による硬組
織治療法が近年注目されている。これまでに
我々は、当研究室で樹立した未分化なヒト歯
根膜細胞株(1-17 細胞株, Tomokiyo ら(2008)) 
が CaSR を発現しており、その拮抗薬処理に
よって、細胞死を惹起することなく骨芽細胞
様分化がより亢進することを報告した。また
Gowen ら(2000) は、卵巣摘出ラットにエス
トロゲンとCaSR拮抗薬とを投与して骨量が
回復することを報告した。一方 Takaoka ら
(2010) は、Strontium による骨芽細胞の
CaSR の活性化によって分化が亢進すること
を報告した。したがって CaSR を介したシグ
ナルには骨芽細胞様分化を促進するが過剰
な石灰化は防ぐ調節機構が存在することが
推察された。 
 そこで本研究では、これらの結果に着目し、
CaSR の制御によって、壊死層を形成せず、
また骨様象牙質形成を惹起しない覆髄材を
開発すること目的とした。既に我々は、ラッ
ト歯髄組織ならびにヒト歯髄細胞がCaSRを
発現していることを免疫染色法および PCR
法を用いて確認している。 
 
２．研究の目的 
 う蝕や外傷等によって歯髄が露出した症
例では、感染のリスクがなければ、覆髄材を
貼付してデンチンブリッジの形成による治
癒を促す処置が行われている。しかしながら、
Ca(OH)2 製剤を用いた場合、歯髄細胞による
象牙芽細胞分化は生じず、覆髄材下面には壊
死層そして骨様象牙質が形成されるとされ
ている。我々は、未分化なヒト歯根膜細胞株
に、カルシウム感知受容体(CaSR)の拮抗薬を
作用させた場合、骨芽細胞様分化が促進する
ことを報告しており、本研究では、この結果
を歯髄細胞に応用し、壊死層のない修復象牙

質の形成を促す材料及び手法の新規確立を
図ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 最初に本研究の方向性を確定するために、
in vitro での実験を行う。ラット歯髄組織よ
り未分化な歯髄細胞として広く認知されて
いる SP 細胞を単離し、この細胞を用いて、
CaSR 拮抗薬ならびに作動薬が象牙芽細胞分
化に与える影響について比較検証し、分化誘
導薬として有効な化合物について明らかに
する。つぎにヒトプライマリー歯髄細胞を用
いて、得られた結果について検証を行う。ま
たこの分化誘導薬によって惹起される細胞
内シグナルについて多角的に生化学的解析
を行い、象牙細胞分化に重要なシグナル経路
について解明する。さらに生体内での分化誘
導薬の保持のために、最適な担体について選
定する。そして最終的に生体内での有効性に
ついて検証するために、ラットを用いた露髄
モデルを作製する。このモデルラットに、分
化誘導薬を担体とともに応用し、一定期間の
後、組織学的標本を作製して覆髄材としての
有効性について明らかにする。 
 
４．研究成果 
 当初は、ラット歯髄組織より幹細胞集団と
して認識されている SP細胞を FACS にて単離
する計画であったが、十分量の細胞を得るこ
とが困難であった。次に、ブタの歯髄細胞を
用いることを計画したが、こちらも安定して
細胞を入手することが困難であった。しかし
ながら、初代ヒト歯髄培養細胞のコロニーク
ローニングにより、間葉系幹細胞マーカー
（CD73, CD90, CD105, CD146, CD166）を高
頻度に発現し、骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細
胞への分化能を有した細胞株 4A-7 細胞を得
ることが出来たので、この細胞を実験に供し
た（Yoshida et al. 2016）。これに加えて、
コロニー形成能を有したヒト歯髄細胞も幹
細胞様細胞として実験に用いた。 
 
 4A-7 細胞は、Semaphorin 3A (Sema3A)刺激
によって象牙芽細胞分化、細胞増殖、遊走能、
そして走化性が誘導された。また CaSR の作
動薬であるカルシウムを用いて刺激を行っ
た場合、象牙芽細胞分化が亢進することが明
らかになった。さらに、Sema3A との同時刺激
を行うことにより、相乗的に象牙芽細胞分化
が促進されることが観察された。しかしなが
ら、Sema3A そのものは CaSR の発現には影響
せず、またカルシウム刺激も Sema3A の発現
には影響をおよぼさなかった。 
 
 ヒト歯髄細胞を、カルシウムと同じく CaSR
の作動薬であるストロンチウムで刺激した
場合にも象牙芽細胞分化が亢進することが
明らかとなった。次に、カルシウムおよびス
トロンチウム刺激培養液中に CaSR の拮抗薬
(NPS)を添加した場合、象牙芽細胞分化が抑



制され、siRNA を用いた CaSR の発現抑制も、
同じく象牙芽細胞分化が抑制された。カルシ
ウムおよびストロンチウム刺激した歯髄細
胞では、ERK のリン酸化が生じており、NPS
および siRNA 処理した場合には、そのリン酸
化が抑制された。そこで、ERK リン酸化の抑
制剤を、カルシウムまたはストロンチウム刺
激した歯髄細胞に投与した結果、象牙芽細胞
分化が抑制された。したがって、歯髄細胞の
分化には、CaSR 作動薬が、ERK のリン酸化を
介して象牙芽細胞分化に促進的に働くこと
が示唆された(Mizumachi et al. 2017)。加
えて、ヒト歯髄細胞は歯根膜細胞とは異なり、
CaSR 作動薬に対して、象牙芽細胞分化が亢進
することが明らかになった。またカルシウム
に よ る CaSR の 活 性 化 に 対 し て 、
TGF-beta-induced protein-h3 が抑制的に働
き、さらにこのタンパクは通常、象牙芽細胞
に発現しており、象牙芽細胞による象牙質形
成の調節に関わる因子であることを示唆す
る報告も行った(Serita et al. 2017)。 
 
 以上のような結果より、CaSR の作動薬とし
てカルシウム成分が、歯髄細胞の象牙芽細胞
分化と基質形成に重要であることが明らか
になった。そこで次に、カルシウムまたはハ
イドロキシアパタイトを含有したアクリル
系レジン(SB)を作製し、その接着特性と歯髄
細胞の象牙芽細胞分化への影響、そして直接
覆髄材としてラットの露髄モデルへ応用し
た場合のデンチンブリッジ形成への影響に
ついて検討することとした。このアクリルレ
ジンは、細胞親和性に富むことを既に報告し
ている(Maeda et al. 2011)。 
 
 粒径が 40 nm のナノハイドロキシアパタイ
ト (nHAP) を 10. 30. 50% 含 有 し た SB 
(nHAP/SB)、および 10% CaCl2 を含有した SB 
(Ca/SB)、そして無添加の SB を準備した。引
っ張り試験の結果は、50% nHAP/SB および
Ca/SB で有意に低下したが、他は SB と同程度
の強さを示した。また 30% nHAP/SB は、歯髄
細胞と培養した結果、象牙質関連遺伝子の発
現を促進した。さらにラットの露髄モデルへ
nHAP/SB を応用した結果、壊死層は殆ど形成
されず、4 週間後にデンチンブリッジが形成
されることが確認できた。またその形成量は、
SB 単独よりも増加していることが確認され
た。しかしながらこのデンチンブリッジと直
覆材との間にはわずかに生きた歯髄組織が
生存していることが観察された。これは直覆
材からの刺激が強く、生体が迅速にデンチン
ブリッジを形成したことによる可能性が考
えられた。 
 
したがって、本研究結果より、CaSR の作動

薬を含有した SB は、接着性を有した新規の
直接覆髄材として有効性のある材料として
開発できと考えられる。しかしながら、今回
開発された覆髄材には、象牙質形成の速さを

調整し、直覆材の直下に硬組織のみからなる
組織形成を可能とする機能が必要となるこ
とが今後の課題として考えられた。 
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