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研究成果の概要（和文）：本研究により歯原性上皮においてWnt/beta-cateninシグナル依存的なSema3Aの発現を
介した増殖の制御が歯胚発生および形成に重要な役割を担っており、加えて歯牙腫の発生にも関与している可能
性が示唆された。加えて、歯根膜組織や歯髄組織における複数因子の発現ならびに組織再生に関連する機能や幹
細胞分化誘導法について各々明らかにした。
　Semaphorin3Aによる歯原性上皮の発生メカニズムや他因子の機能を段階的、多角的に検討できたことで、効率
よく歯周組織を再生あるいは形成誘導する包括的な方法確立のためのメカニズムの一端を明らかにできたと考え
られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, Wnt/β-catenin signaling negatively regulates odontogenic 
epithelial cell proliferation and tooth germ development through decreased-Sema3A expression, and 
aberrant activation of Wnt/β-catenin signaling may associate with odontoma formation. Additionally,
 we demonstrated the expression patterns and functions of several factors in periodontal ligament 
and dental pulp tissues, and established parts of mesenchymal stem cell differentiation methods. 
These results may lead to　establish the comprehensive methodology　of dental tissue regeneration by
 the proposal of parts of the mechanisms by which dental mesenchymal stem cells behave.  

研究分野：歯科保存学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複雑な構造物である歯および歯周組織の再生治療には多面的な治療戦略が必要と考えられる。段階的、多角的に
検証を行った本研究から得られたsemaphorin3Aや他因子の機能解析結果は、幹細胞研究や再生研究を展開するに
あたって有益な情報を提供するもので、さらに将来の組織再生に基づいた新規包括的歯内疾患治療法の技術開発
に繋げていくことができると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯根破折やフェネストレーションを伴う根尖性歯周炎によって大きく喪失した歯根周囲組織
の再生治療法や、根未完成歯抜髄後の歯根発育を促す方法は未だ確立されたとは言えず、より
予知性の高い効率的な治療法の開発が待望されている。これらの疾患の治癒しないケースに共
通して、ダメージを受けた歯根周囲組織における歯根膜組織由来の幹細胞の不足や幹細胞によ
る組織再生のための足場構造の崩壊が原因で、各組織の再生あるいは形成が十分に得られない
ことが考えられる。これに対して、歯周組織構成細胞を効率よく誘導する新規誘導因子の同定
および細胞を組織再生部位に効率よく供給するデリバリー方法の開発が求められる。我々はこ
れまでに多くの因子の歯周組織再生能について検討を行い報告してきた。その中でも Sema3A
は歯根膜由来組織である歯小嚢に発現しており、歯根膜幹細胞転換誘導作用を有すること、ま
たラット覆髄モデルで象牙細管構造を伴う象牙質形成効果を示すことも明らかにしており、歯
周組織再生に有用な因子である可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、歯根膜幹細胞転換誘導効果を有する Sema3Aおよび他因子の機能および作用機
序を遺伝子導入歯周組織構成細胞や器官培養を用いて詳細に検討することで、各因子の歯およ
び歯周組織発生および再生誘導機能を明らかにし、幹細胞誘導による歯根周囲組織の再生方法
を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
本研究では、マウス歯原性上皮細胞（mDE6）、ヒト歯髄幹細胞クローン（4A-1, 4A-7）、ヒト
歯根膜細胞株（HPDLSC）およびラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞（PC12）を用いた。全
ての実験は九州大学生命倫理委員会の承認のもとで行った。 
試薬 
mDE6 に対して β-catenin 活性化物質（CHIR99021）にて刺激し、その影響を検討した。
HPDLSCに対して JNK阻害剤（SP600125）および ALK5阻害剤（SB431542））にて刺激し、
その影響を検討した。 
各因子の発現解析法 
マウス胎生期臼歯歯胚における β-catenin, Lef1, Ki-67および Sema3Aの局在ならびにラット
歯根膜組織におけるWnt5a, R-spondin2, Transgelinおよび GDNF局在は、免疫細胞化学的染
色法にて解析した。 
遺伝子導入実験 
レンチウィルスベクターを用いて Sema3A 強発現 mDE6 を作製した。また siRNA により
mDE6における Sema3A発現を、HPDLSCにおける Ror2および Transgelinの発現をそれぞ
れノックダウンし、影響を検討した。 
歯胚器官培養 
ICRマウス胎生 15日齢臼歯歯胚を器官培養した。また、胎生 15日齢臼歯歯胚をディスパーゼ
酵素処理した後、上皮組織を間葉組織から分離しマトリゲル中にて培養する歯胚上皮培養法を
確立し、実験を行った。 
細胞分化誘導実験 
骨芽細胞分化誘導（石灰化誘導）実験：各細胞クローンを 24 ウェル細胞培養プレートに播種
し、石灰化誘導培地にて培養した。4週間培養後Alizarin Red S染色を行い、また定量的RT-PCR
法を用いて遺伝子発現解析を行った。 
神経誘導実験：PC12 を神経誘導培地にて培養した。2 週間培養後、神経突起の数および長さ
を測定し、また定量的 RT-PCR法を用いて遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 歯胚発生過程における Sema3Aの上皮細胞増殖制御機構の解明 
歯胚発生過程における Sema3Aの発現 
 In vitroおよび in vivoモデルを用いて歯を含む歯周組織再生における Sema3Aの機能を検
討していたが、再現性のあるモデル確立に至らなかったため、新たな戦略としてする共通の機
構が多いとされる発生過程における Sema3Aの発現および機能解析を行った。Sema3A発現に
β-catenin が関与していると報告されていることから、マウス胎生 15 日齢歯胚における
β-cateninおよびそのターゲット遺伝子である Lef1の発現を検討したところ、エナメル結節に
強発現していたが、増殖マーカーである Ki-67の発現は認められなかった。一方で Sema3A発
現はエナメル結節の周囲組織にその局在を認め、Ki-67陽性部位と一致していた。またmDE6
を β-catenin活性化物質（CHIR99021）にて刺激したところ細胞増殖は抑制され、Axin2発現
が増加する一方で Sema3A 発現は減少した。。以上のことから β-catenin 経路は細胞増殖を抑
制的に調節しており、Wnt/β-cateninシグナル経路の下流において Sema3Aが役割を担ってい
る可能性が考えられた。 
 



β-catenin経路活性化による細胞増殖抑制における Sema3Aの役割 
 Sema3A遺伝子導入したmDEはCHIR99021刺激により低下した Sema3A発現および細胞
増殖能が回復した。また、Sema3A siRNA導入によりmDE6の細胞増殖が抑制された。以上
より、β-catenin経路の活性化により Sema3Aの発現が減少し、歯原性上皮細胞増殖を調節し
ていることが示唆された。CHIR99021刺激により Lef1の発現が増加し、Lef1 siRNA導入に
より CHIR99021刺激で低下した Sema3A発現が回復したことから、Wnt/β-cateninシグナル
により Lef1発現が誘導され、これにより Sema3A発現が抑制されている機序が示唆された。 
 
歯胚発生過程における Sema3A機能の解析 
 歯胚器官培養を用いて、CHIR99021 刺激を 3 日間加えたところ、Axin2 発現が増加する一
方で Sema3A 発現は減少し、7 日間刺激を加えたところ、Ki-67 および E-cadherin 陽性上皮
細胞数が減少した。この器官培養に Sema3Aを添加したところ、増殖上皮細胞数が回復した。 
次に、間葉系細胞非含有歯胚上皮器官培養を樹立し、CHIR99021刺激を加えたところ、Ki-67
陽性上皮細胞数が減少する一方で、将来咬頭に分化すると考えられる上皮の budding数が増加
し、bud サイズが縮小した。以上により、Wnt/β-catenin シグナル経路の活性化により歯胚上
皮における Sema3A 発現および細胞増殖が減少し、それにより歯胚上皮組織の budding が進
むことが明らかになった。 

 
これらの結果から、歯原性上皮においてWntシグナル依存的な Sema3Aの発現により細胞
増殖が制御されていることが示唆された。 
 
(2) 歯髄幹細胞に対する Sema3Aの影響 
 Sema3A の硬組織形成に対する影響を検討する目的で Sema3A をヒト歯髄幹細胞クローン
石灰化誘導培養系に添加して Alizarin Red S染色および石灰化関連因子発現解析を行った。コ
ントロール培地にて培養したヒト歯髄幹細胞クローン 4A-1および 4A-7では Alizarin Red S
陽性沈着物の形成が認められなかったのに対し、石灰化誘導培地にて培養を行ったヒト歯髄幹
細胞クローンにおいてはAlizarin Red S陽性沈着物の形成が認められた。次に、定量的RT-PCR
を行った結果、Sema3A刺激下のヒト歯髄幹細胞クローン 4A-1および 4A-7において、培養開
始 1 週間後に DSPP、DMP1、ならびに ALP、培養開始 3 週間後に OCN の遺伝子発現が、
Sema3Aを添加していないヒト歯髄幹細胞クローンと比較して有意に上昇していた。加えてヒ
ト歯髄幹細胞クローンの細胞遊走能、走化性、増殖能も促進した。 
 歯髄においては Sema3Aは細胞増殖、走化性並びに硬組織形成の促進に関与していることが
明らかになった 
 
(3) 歯根膜細胞におけるWnt5a, R-spondin2, Transgelinおよび GDNFの機能解析 
 Wnt5a, R-spondin2, TransgelinおよびGDNFはいずれも歯根膜組織に発現していたことか
らその役割を検討する目的で、HPDLSCを用いて各因子の発現および機能を解析した。Wnt5a
は HPDLSCの骨芽細胞分化を抑制し、Wnt5aの受容体である Ror2 siRNAを用いると骨関連
因子の発現が増加したことから、Wnt5aは歯根膜組織の石灰化を抑制している可能性が考えら
れた。またその下流には JNK が関与していることが明らかとなった。一方で R-spondin2 は
HPDLSCの骨芽細胞分化を促進した。R-spondin2によって誘導された細胞核内 β-cateninの
集積や骨芽細胞分化は DKK-１により抑制されたことから歯根膜細胞の骨芽細胞分化に
R-spondin と Wnt/β-catenin シグナルが関連していることが明らかになった。Transgelin は
HPDLSCに発現しており、type 1 TGF-β1受容体の阻害剤を用いて遮断したところ Transgelin
の発現が増加した。また Transgelin siRNAは TGF-βにより増強された細胞増殖を抑制した。
以上より歯根膜において TGF-βによる細胞増殖促進に Transgelinが関与していることが明ら
かになった。さらに歯根膜組織は GDNFを発現しており、PC12細胞の神経細胞分化を促進す
ることも明らかにした。 
 
以上の結果より、歯、歯髄細胞、歯根膜細胞は様々な因子を発現しており、本研究により明
らかになった各因子の機能を組み合わせていくことで、将来臨床応用実現可能な汎用性の高い
新規歯周組織の再生方法の開発につながっていくものと期待される。 
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