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研究成果の概要（和文）：本研究では歯・インプラント・顎骨・歯根膜の相互作用の解明について多方向よりア
プローチし、成長因子の機能と細胞増殖分化制御に関する新たな知見を得た。
1. ヒト歯根膜細胞6株を樹立し、すべての細胞株でTGF-βにより骨芽細胞分化が促進し、BMPによって抑制され
た。2. レーザー照射によって発現の上昇が認められたMMPは、細胞内TGF-βの活性化に関与する。3. 幼若エナ
メル質ではTGF-β1が、成熟期エナメル質ではTGF-β1とβ3が共存する。4. 樹立した歯髄細胞株は象牙芽細胞分
化能を有しており、TGF-βおよびBMPによる分化誘導によってDSPP、MMP-20の遺伝子を発現した。

研究成果の概要（英文）：This study approached from a variety of angles which focus on interface of 
the dental implants and the alveolar bone. New knowledge was obtained it about growth factors affect
 the proliferation and differentiation of mesenchymal cells.
1. Six human periodontal ligament (HPDL) cell lines were picked up, TGF-β and BMP regulated 
osteoblastic differentiation of all cell lines. 2. Intracellular TGF-β was activated by MMPs 
enhanced in HPDL cells by Er:YAG laser irradiation. 3. We identified TGF-β isoforms in porcine 
immature and mature enamel of developing teeth. These results suggest that TGF-β1 is predominant in
 the secretory-stage enamel, while both TGF-β1 and β3 coexist in the maturation-stage enamel. 4. 
We established cell lines from porcine dental pulp and examined the effects of BMP2 and TGF-β on 
the odontoblastic differentiation. After differentiation, odontoblastic cells were expressed the 
gene of DSPP and MMP-20.
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１． 研究開始当初の背景 
再生医療は、細胞(Cell)・成長因子(Growth 

Factor)・足場(Scaffold)の三つの構成要素の
相互作用から成り立つ。現在に至るまで歯根
膜付きインプラントについてさまざまな研
究が行われているが、実現にはこれらの要素
が複雑に作用することから開発が難航して
いる。 
報告者は以前、新規材料であるセリア系ジ
ルコニアをもちいて細胞増殖分化と成長因
子の作用を解明した(Dent Mater J. 2014 ; 
33(2) : 275-83.)。現在、臨床応用されている
インプラントと顎骨は直接結合しており(オ
ッセオインテグレーション)、インプラントと
顎骨の界面には歯根膜はない。生体における
歯根と顎骨との界面である歯根膜の増殖分
化制御については研究がおこなわれている
ものの、いまだ不明な点が多い。In vitroで
用いるヒト歯根膜細胞は購入ないし患者提
供によるものに入手手段が限られており、倫
理審査が必須である。 
このことから、性質の安定したヒト歯根膜
細胞を株化し、再生医療の要素のひとつであ
る成長因子と足場を組み合わせることで、細
胞と成長因子の相互作用の解明による歯根
膜付き歯科用インプラントの臨床応用の可
能性を模索する。 

 
 
２．研究の目的 
ヒト歯根膜細胞の増殖分化制御に必須で
ある成長因子の細胞への作用を解明する。成
長因子は Transforming growth factor(TGF)
スーパーファミリーである TGF-βと Bone 
morphogenetic protein(BMP)について検討
を行う。 
成長因子に対する安定した反応性をもつ
ヒト歯根膜細胞を株化することで実験の安
定性・再現性をねらい、今後の研究へ応用す
る。 
株化歯根膜細胞を用いて、新規材料である
セリア系ジルコニア上で細胞分化を行い、そ
の反応性を従来のインプラント材であるチ
タン上での反応性と比較することでインプ
ラントフィクスチャー(歯根部)としてのセリ
ア系ジルコニアの将来性を模索する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ジルコニア上での株化ヒト歯根膜細胞の
増殖分化制御 
 購入したヒト歯根膜細胞に SV40 large T 
antigen を導入し、G418 添加と限界希釈法
を用いた培養で単一細胞由来のコロニーを
採取した。得られたクローンは細胞形態、細
胞増殖能が株化前細胞に近似の細胞を選び、
アルカリフォスファターゼ活性の測定を行
った。 
株化した歯根膜細胞を用い、アレルギー反
応が少なく、歯に近似の色調を持つ新規材料

であるセリア系ジルコニア上で成長因子を
添加して細胞分化培養を行い、その反応性を
従来のインプラント材であるチタン上での
反応性と比較することで、インプラントフィ
クスチャー(歯根部)としてのセリア系ジルコ
ニアの将来性を模索した。  
 
(2)ヒト歯根膜細胞中の内在性 TGF-βに対す
る Er:YAGレーザーの照射効果 
歯科治療に用いられるEr:YAGレーザーを
生体へ低出力で照射する Low reactive Level 
Therapy(LLLT)は創傷治癒を促進する。
LLLT による治療効果は臨床的に有効である
が、細胞増殖や分化にどのような影響をおよ
ぼしているか、その基礎的知見には不明な点
が多い。細胞増殖分化を制御する TGF-βに
着目し、培養ヒト歯根膜細胞を用いてその影
響について検討した。 
ヒト歯根膜細胞に Er:YAG レーザーを

50mJ, 10pps, 照射距離 2cm, 10秒間スウィ
ーピングモーションで照射し、レーザー照射
後に活性型ビタミン D3 および BMP 受容体
阻害剤である LDN-193189 を添加し培養を
行った。レーザー照射による細胞増殖能の測
定および細胞形態の変化を確認した。アルカ
リフォスファターゼ活性は、象牙質タンパク
およびエナメルタンパクを添加した場合、
TGF-β阻害剤 SB431542 を添加した場合、
潜在型 TGF-βを添加した場合で測定した。 
 
(3)幼若および成熟エナメル質中の TGF-βア
イソフォーム 
成長因子である TGF-βは生体内で様々な
反応を司るが、その反応性等いまだ不明な点
が多い。生体硬組織である歯のエナメル質中
に存在している TGF-βの存在様式、活性
化・不活化、維持のメカニズムをヒト培養歯
根膜細胞との反応性から確認した。 
生後約５ケ月のブタ永久第二大臼歯より
幼若及び成熟エナメル質を採取し、リン酸緩
衝液(pH7.4, 中性)と炭酸緩衝液(pH10.8, ア
ルカリ性)を用いてタンパク質を抽出した。中
性画分はさらに硫安を用いて分画し、アルカ
リ性画分はヘパリンクロマトグラフィーで
分離した。硫安分画およびヘパリンクロマト
グラフィーで得られた画分をヒト歯根膜細
胞に添加し、アルカリフォスファターゼ活性
の測定を TGF-β活性として評価した。また
TGF- β1, 2, 3抗体を用いた ELISAにより
画分中の TGF-βアイソフォームを同定した。 
 
(4)ブタ歯髄細胞の不死化と象牙芽細胞分化
に及ぼす TGF-βと BMPの影響 

TGF-βと BMP は細胞分化に影響をおよ
ぼすことから、歯の形成過程においても関与
が考えられる。ブタ歯髄細胞を株化し、成長
因子が細胞分化をどのように制御するか検
討した。 
 萌出前のブタ切歯の歯髄から分離した細
胞に SV40 T antigenを導入し、G418添加と



限界希釈法を用いた培養で単一細胞由来の
コロニーを採取した。得られたクローンはア
ルカリフォスファターゼ活性の高いものと
低いものが存在したので、両者の代表的なク
ローンを選び、BMPと TGF-βに対する反応
を検討した。象牙芽細胞のマーカーとなる象
牙質シアロリンタンパク質(DSPP)とそのプ
ロセッシング酵素である MMP-20 の遺伝子
発現は、qPCR法を用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ジルコニア上での株化ヒト歯根膜細胞の
増殖分化制御 
 ヒト歯根膜細胞を株化し、6 細胞株を分離
した。細胞形態および細胞増殖能が初代培養
細胞とかけ離れた細胞株を除外した。さらに、
骨芽細胞分化誘導を行って分化マーカーで
あるアルカリフォスファターゼ活性を測定
し、初代培養細胞に近似の株化細胞を選び、
初代培養細胞と性質を比較した。 
 分離したどの株化細胞においても TGF-β
により骨芽細胞分化が促進し、BMP によっ
て抑制される傾向にあった。 
 
(2)ヒト歯根膜細胞中の内在性 TGF-βに対す
る Er:YAGレーザーの照射効果 
ヒト歯根膜細胞にレーザーを照射するこ
とでアルカリフォスファターゼ活性が上昇
し、 TGF-β阻害剤添加群は未添加群に比べ
その活性は著しく低かった。 細胞増殖能測
定においてレーザー照射直後は未照射群に
比べて細胞数は低かったが、3 日目で未照射
群の値を上回っていた(図 1)。 

(図 1) 
 

MMPの発現は 3日目で強く認められたが、
レーザー照射によって直接 pro MMPを活性
化することは出来なかった。またレーザー照
射した潜在型 TGF-βによるヒト歯根膜細胞
に対するアルカリフォスファターゼ活性の
上昇も認められなかった(図 2)。 

(図 2) 
 
レーザー照射はヒト歯根膜細胞中の潜在
型 TGF-βを直接的には活性化しないが、レ
ーザー照射によって発現の上昇が認められ
た MMP が TGF-βの活性化に関与すること
が判明した(図 3)。 

 

(図 3) 
 
 (3)幼若および成熟エナメル質中の TGF-β
アイソフォームについて 
幼若(S)および成熟(H)エナメル質試料の中
性(N)画分から硫安分画によって 3 つの画分
(S-N1～S-N3および H-N1～H-N3)を得た。
また幼若-アルカリ性画分および成熟-アルカ
リ性画分はヘパリンクロマトグラフィーに
より 5 つの画分 (S-AL1～S-AL5 および
H-AL1～H-AL5)に分離された。 
ヒト歯根膜細胞のアルカリフォスファタ
ーゼ活性は、幼若および成熟エナメル質試料
共に N(中性画分)1>AL(アルカリ性)1>AL2
の順でアルカリフォスファターゼ活性が高
く検出され、その活性はすべての画分におい
て幼若>成熟エナメル質試料で高かった(図4)。 

図 4 



 
 

TGF-β1抗体を用いた ELISAでは測定した
アルカリフォスファターゼ活性の結果に依
存して陽性であったが、TGF-β3抗体ではア
ルカリフォスファターゼ活性が検出されな
かった H-AL(成熟エナメル質-アルカリ性画
分)2～H-AL5で陽性であった。また TGF-β
2は検出されなかった(図 5)。 
 

(図 5) 
 
幼若エナメル質では TGF-β1 が、成熟期
エナメル質ではTGF-β1とβ3が共存するこ
とが示唆された。さらに TGF-β3 はヒト歯
根膜細胞に対してアルカリフォスファター
ゼ活性を上昇させないことが考えられた。 
 
(4)ブタ歯髄細胞の不死化と象牙芽細胞分化
に及ぼす TGF-βと BMPの影響 
アルカリフォスファターゼ活性の高いク
ローン 1の細胞増殖能は BMPに反応せず、
TGF-βで抑制された。また、アルカリフォス
ファターゼ活性の低い C2 の細胞増殖能は
BMP で促進され、TGF-βで抑制された(図
6)。 
 

(図 6) 
 

DSPP と MMP-20 の遺伝子発現は C1 が
C2を上回った。BMPと TGF-βを添加して
1, 3, 7日目の遺伝子発現を測定したところ、
C1,C2 ともに MMP-20 の発現が上昇した。
BMPによるMMP-20の発現上昇は測定期間
中続いたが、TGF-βによる発現上昇は 1 日
目に限られた(図 7a, b)。 
 

(図 7a) 
 (図 7b) 

 
C1はC2に比べてアルカリフォスファター
ゼ活性、DSPP と MMP-20 遺伝子の発現が
高く、象牙芽細胞へ分化していると考えられ
た。 
骨芽細胞分化に対して BMP は促進的に、

TGF-βは促進と抑制の両方に働くことが示
唆された。 
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