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研究成果の概要（和文）：本研究では新規象牙芽細胞マーカーTie2を指標として単離した象牙芽細胞分画ならび
に、そのディプリーションによって回収された間葉細胞分画との共培養系における同分画の定性解析を行い、両
者を比較検討することにより、歯髄微小環境が象牙芽細胞維持に果たす役割を考察した。単離した象牙芽細胞単
独培養で観察された象牙芽細胞マーカーの減少は間葉細胞との共培養で抑制された。この結果は歯髄微小環境が
象牙芽細胞の分化維持に必須であることを示した。一方で、Tie2リガンドであるAng-1発現をマウスのエナメル
器で解析し、Ang-1/Tie2 が象牙芽細胞の分化維持と同時に、エナメル器退縮にも関与する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to explore the role of microenvironment in 
maintenance of odontoblast differentiation. We isolated the odontoblast fraction by using Tie2 and 
CD31 antibody. Expression of differentiation markers in monoculture of the odontoblasts decreased 
within 1 week, whereas those were maintained when the odontoblasts was co-cultured with the 
mesenchymal fraction (Tie2-). These results revealed that the microenvironment of the dental pulp is
 essential for the maintenance of the odontoblast differentiation. In parallel with the study, we 
explored the expression of Angiopoietin-1 (Ang-1) in mouse enamel organ. Ang-1 was expressed in 
enamel organ in associated with the invasion of Tie2-positive capillaries at embryonic day 17. Our 
result suggested that Ang-1/Tie2 system regulates not only odontoblast differentiation but also 
involution of enamel organ.  

研究分野：顕微解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 

象牙質-歯髄複合体はひとつの機能単位と

して生涯にわたり代謝活動を営んでおり、そ

の恒常性維持には象牙芽細胞と、その微小環

境が中心的役割を果たしている。カリエスの

みならず、象牙質溶解を伴わない外傷など、

歯髄側の炎症性刺激も象牙基質の添加を誘

導する所見から、微小環境がむしろ積極的に

象牙芽細胞を活性化する機構が提示されて

いる 1,2)。その分子機序の解明は、象牙質-歯

髄複合体再生に直結すると期待できるが、詳

細は不明である。 

細胞間相互作用の解析には、明確に分離・同

定された細胞群を用いた共培養系が必要で

あるが、象牙芽細胞回収法は開発されていな

い。それは、セルソーターや磁性ビーズ回収

に使用可能な、象牙芽細胞膜に表出する特異

的な抗原が特定されていなかったことに起

因する。ゆえにこれまでの解析には主として

形質の一部のみを反映する株化細胞や 3,4)、多

種細胞が混入した全歯髄細胞培養系 5,6)を用

いるほか方法がなく、生体を反映した象牙芽

細胞-微小環境相互作用の詳細な解析には限

界があった。結果的に、象牙芽細胞回収に関

する技術的な問題は、微小環境との相互作用

解析のみならず、より根本的な、象牙芽細胞

の定性解析をも阻んできた。我々は、血管内

皮細胞に限定して局在するチロシンキナー

ゼ型受容体 Tie2 が、分化した象牙芽細胞に

発現する全く新しいマーカーであることを

報告した（歯科基礎医学会 2013、組織細胞化

学会 2014）。そこで、象牙芽細胞マーカー

dentin sialophosphoprotein (DSPP) mRNA 量

を指標として条件を検討し、Tie2 磁性ビー

ズを用いた象牙芽細胞回収法を考案した（図

1）。すなわち歯髄をコラゲナーゼで処理後、

メッシュを通し、Tie2 磁性ビーズを用いて、

象牙芽細胞を Tie2 陽性群として分離同定す

る。さらに CD31 磁性ビーズによる内皮細胞

除去により、最終的に象

牙芽細胞（Tie2+CD31-）

のみならず、副次的に歯

髄間葉細胞(Tie2-) と

血管内皮細胞

（Tie2+CD31+）の同時回

収するものである（図

1）。本法は、生体をよ

り反映した象牙芽細胞

の定性解析ならびに、象

牙芽細胞と間葉系細胞

の相互作用解析を可能

にした、革新的な歯髄細

胞の分離・同定法である。 

２. 研究の目的 
 

本研究の目的は、象牙芽

細胞の微小環境が象牙

質-歯髄複合体の恒常性

を維持するメカニズムを明らかにすること

である。申請者は、見出した象牙芽細胞の受

容体 Tie2 をマーカーとして、これまで不可

能であった、歯髄から象牙芽細胞を生きたま

ま回収する方法を考案した。本研究ではこれ

を利用して 

（1）象牙芽細胞特異的な遺伝子群を同定す

る一方、同細胞と間葉系細胞の共培養系を利

用して、間葉系細胞が、（2）象牙芽細胞の生

存/増殖/分化/アポトーシスならびに（3）同

定された同細胞特異的な遺伝子の発現に及

ぼす影響を解明する。 

 
３．研究の方法 
 

(1)細胞回収（図１） 

歯髄細胞回収：胎生 18 日目マウス下顎第一

大臼歯から歯髄を摘出し、0.1% EDTA で 

37 C̊で 15 分間処理し、cell strainer を通

して single cell とした。Dead cell removal 

kit にて死細胞を除去したのち、Tie2 抗体+

抗ウサギ抗体磁気ビーズ+MS カラムにて 



Tie2 + 分画を単離、かつ CD31 抗体＋磁気

ビーズにて内皮細胞分画を除去し象牙芽細

胞分画を単離した。他方、Tie2- 分画を間葉

細胞分画として単離した。 

(2) FACS 解析 

単離した細胞群を、抗 Tie2 抗体、抗 CD31 抗

体を用いて FACS （BD FACS Calibur）解析し

た。二次抗体には Alexa488 または Alexa546 

標識抗体を用いた。 

(3) PCR 解析 

Takara 社の Premix Ex Taq ならびに Thermal 

Cycler Dice Real Time System Lite を用い

た。プローブは Taqman を利用し、Applied 

Biosystems より購入した。 

(4) 細胞培養 

10% ウシ胎仔血清を含む DMEM 培地で通法に

従い培養した。象牙芽細胞分化誘導には、5 

μg/ml ascorbic acid ならびに 1nM β

-glycerophosphate を用いた。 

(5) 免疫染色 

マウス下顎を摘出、４％PFA/PBS で一晩固定

後、パラフィン包埋した。５μm 薄切切片を

作成し、脱パラフィン・脱水後、内因性ペル

オキシダーゼを３％ H2O2/MetOH でブロック

した。１％BSA/PBSでブロッキング後、抗Tie2

抗体、抗 Ang-1 抗体 で１時間反応させた。

洗浄後、HRP、 Alexa488、 Alexa546 標識抗

体で３０分反応させ、HRP は DAB/H2O2で発色

した。蛍光観察には LSM (Zeiss) を用いた。 

(6) In situ ハイブリダイゼーション 

Ang-1 プローブ：マウス歯胚 cDNA を鋳型と

した PCR 産物を精製し pGEM-T Easy に組み

込み、RNA probe を作成して用いた。  

 

４．研究成果  
 

（１） 象牙芽細胞の分化維持に関する微小

環境の役割 (学会発表 ⑭、⑯) 

① 新生仔マウス下顎第一大臼歯から摘出し

た歯胚をコラゲナーゼ処理したのち、抗Tie2

抗体、ならびに抗CD31 抗体を用いて、フロー

サイトメトリー解析をおこなった。その結果、

Tie2+ 分画は約7％、そのうち象牙芽細胞分画

として期待されたTie2+/CD31- 分画は0.4％ 

であり、ほとんどが内皮細胞であること、象

牙芽細胞の回収率が極めて悪いことが明らか

となった（図２）。

  
Tie2 が接着装置としての機能が報告されて

いることを勘案すると、これらの結果は、基

質と強固な接着を構築する受容体を利用した

象牙芽細胞単離には、極めて穏やかな条件で

の歯髄の摘出が求められることが示唆された。 

その対応として、（1）硬組織形成前の、胎性

18日目マウス歯胚の利用、ならびに（2）より

細胞障害が緩徐と考えられる EDTAにより回

収した歯乳頭からの象牙芽細胞回収を試みた。

新生仔マウス下顎第1大臼歯歯冠から機械的

に剥離・回収した歯胚を0.1 % EDTAでインキ

ュベートして単離した象牙芽細胞群は、FCM 

解析では象牙芽細胞分画はこれまでの0.5％ 

から3％ へと上昇した。 

② この細胞群を磁気ビーズで単離した。

Real Time PCR を用いた象牙芽細胞マーカー

の発現解析では、アルカリフォスファターゼ、

ネスチン、DMP-1の発現が上昇しており、象牙

芽細胞分画を単離していることが示唆された

（図３）。 

図3 

 



回収された象牙芽細胞分画は培養可能では

あったが、2週までに象牙芽細胞マーカーで

あるDSPP や DMP-1 の発現が減少した。一方、

象牙芽細胞分画を Tie2-分画（間葉細胞分画）

と共培養したところ、APL 活性を含む象牙芽

細胞マーカーの発現は2週後も維持されてお

り（図４）、象牙芽細胞の分化維持には歯髄

の微小環境が必須であることが示された。ま

た、共培養後の細胞群から再度象牙芽細胞分

画を単離し、Real Time PCR を用いて象牙芽

細胞マーカーの発現解析を行った。これらの

細胞群は DSPP、DMP-1、OCM、OPN 等の象牙芽

細胞マーカーを発現しており、今後の微小環

境解析に有効であることを示唆した。 

 

 

（２）エナメル器退縮におけるAng-1 の役割 

（学会発表 ⑦、⑪、⑮） 

象牙基質の沈着開始と時期をほぼ同じくして

エナメル器へ毛細血管の侵入が始まり、これ

を契機にエナメル器は退縮する。これは、象

牙基質沈着によって途絶されたエナメル芽細

胞への歯乳頭側からの血漿成分供給を代償す

るためと推測されているが、エナメル器への

毛細血管侵入を制御する機序については不明

である。我々はエナメル器への血管侵入時期

にはエナメル器でAng-1 が発現し、Tie-2 陽

性血管内皮細胞を誘導すると仮定し、免疫染

色・In situ ハイブリダイゼーションによっ

て、エナメル器でのAng-1 の発現を解析した。

その結果、① Ang1は胎生18日目には外エナメ

ル上皮のみならずエナメル上皮全体に発現す

ること（図５）、 

 

② 胎生16日目では確認できなかったTie2 陽

性血管が胎生17日目には外エナメル上皮に侵

入すること、そして胎生17日目にはすでに赤

血球のエナメル髄への浸潤がみられること

(図６)、さらに ③ エナメル器へ浸潤した内

皮細胞がTie2を発現することを明らかにした

(図７)。

 

 

（３）総括 



これらの結果は、象牙芽細胞の分化維持には

歯髄の微小環境が必須であること、そして

Ang-1/Tie2 が象牙芽細胞の分化維持のみな

らずエナメル器の退縮にも重要な役割を果た

すことが示唆された。 
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