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研究成果の概要（和文）：歯髄再生に効果がある化学的微小環境を検討した結果、以下の結論を得た。
塩酸、グアニジン塩酸、EDTAにて段階的に処理後にEDTA処理をすることで歯髄再生能、血管新生能および象牙芽
細胞数が著しく減少したことから、歯髄再生に関与する化学的微小環境はEDTA抽出液に含まれることが示唆され
た。歯髄幹細胞培養上清にて歯髄組織再生、血管新生、歯髄マーカーの発現を認めたことから、歯髄幹細胞培養
上清内には歯髄再生に関与する化学的微小環境が含まれることが示唆された。EDTA抽出液だけでは歯髄は再生し
なかったが、EDTA抽出液と歯髄幹細胞培養上清の両方を付着させることで、歯髄再生能を向上させることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Expression of an odontoblastic marker, enamelysin, and a pulp marker, 
thyrotropin-releasing hormone　degrading enzyme (TRH-DE), was lower, and　expression of a 
periodontal cell marker, anti-asporin/periodontal ligament-associated protein 1 (PLAP-1), was higher
 in the transplant of the EDTA-extracted teeth compared with the GdnHCl-extracted teeth. The 
autoclaved teeth reconstituted with the GdnHCl extracts or the EDTA extracts have
weak regenerative potential and minimal angiogenic potential, and the CM significantly increased 
this potential. Combinatorial effects of the EDTA extracts and the CM on pulp/dentin regeneration 
were demonstrated in vivo,
consistent with their in-vitro effects on enhanced proliferation, migration, and odontoblastic 
differentiation.

研究分野：再生歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
組織の初期発生、損傷時の修復および再生

時には生物学的に複雑なメカニズムが存在
する。現在、組織工学および組織再生の三要
素として、幹細胞、成長因子、足場/微小環境
の組合せが重要と考えられている 1)。間葉系
幹細胞（MSCs）は生理活性因子を分泌し、
損傷を受けた細胞に直接的または間接的に
効果を示すことが報告されている 2, 3)。MSCs
から分泌されるサイトカイン、炎症性メディ
エーター、細胞外基質と抗菌性タンパク質は、
組織修復のために適切な微小環境を生み出
す 4)。これまでに、脳梗塞モデル、下肢虚血
モデル、異所性歯根移植または抜髄後歯髄再
生モデルにおいて歯髄・骨髄・脂肪のいずれ
の細胞を移植しても同様な歯髄組織が再生
することが示されている 5, 6)。また、歯髄・
骨髄・脂肪幹細胞培養上清（CM）を異所性
歯根移植モデルに添加した場合も、歯髄組織
が再生することもわかってきた 7)。これらの
報告の中で、再生組織は移植細胞の由来組織
には依存しないことが示唆された。細胞の
様々な挙動は、物理的要因と化学的要因によ
る周囲の微小環境によって制御されている 8, 

9)。幹細胞の運命も、可溶性因子、あるいは
多くの固有可溶性因子による不溶性マトリ
ックスの複合体に影響され、周囲の微小環境
によって管理されているが 10)、その詳細なメ
カニズムは明らかではない。 
可撤性義歯および歯科用インプラントによ

る補綴治療が歯の欠損に対して行われてき
た。現在、組織工学による再生歯の開発が試
みられている。これまでの研究 5, 7, 12, 13)では、
移植細胞由来に関わらず、細胞移植した根管
内に歯髄が再生してくることから象牙質自
体が象牙質/歯髄複合体再生のために必要な
微小環境であることを示唆している。しかし、
象牙質に含まれ、歯髄再生に関与する化学的
要因はまだ解明されていない。 
したがって本研究では、歯の微小環境構成因
子の抽出方法の検討を目的に以下の実験を
行った。はじめに、遊走歯髄膜分取幹細胞 
(mobilized dental pulp stem cells, 
MDPSCs) による異所性歯根移植モデルを
用いて、塩酸、グアニジン塩酸、EDTA の順
に歯根処理した時の象牙質/歯髄再生能を検
討した。次に、オートクレーブ処理し化学微
小環境を失活させ物理的微小環境のみとし
た歯根に、それぞれの抽出した因子を再結合
させた時の MDPSCs の象牙質/歯髄再生能を
評価した。 
２．研究の目的 
再生組織の特異性は移植細胞の組織に由

来するのではなく、移植部位の微小環境に依
存する事が知られている。間葉系幹細胞の分
化は、物理的および化学的微小環境により制
御される。歯髄の化学的微小環境はグアニジ
ン塩酸および EDTA により抽出できることが
示唆されている。しかし、歯髄を誘導する因
子は明らかにされていない。したがって本研
究は、歯髄の化学的微小環境を構成する歯髄
誘導因子を同定し、さらに物理的微小環境と
ともに再構築することにより歯髄を再生す
ることを目的とする。 
３．研究の方法 

全ての動物実験は愛知学院大学歯学部、動
物実験倫理委員会の承認（承認番号：
AGUD156）を得て行われた。 

 
１．ブタ歯髄幹細胞分取と上清調整 
ブタ歯髄幹細胞は Murakami ら 13)の方法

によって、下顎側切歯より酵素消化法により
分取した。 

50%コンフルエント時に無血清培地に交
換、24 時間後に、培養上清液(CM)として回
収した。その上清を終濃度５μg/ ml に濃縮
した。 

  
２．ブタ歯根の化学的微小環境抽出処理 

0.6M 塩酸、グアニジン塩酸 14)、EDTA15) の
順で、１週間ずつ各液に切断した歯根を浸漬
し、各段階の処理歯根を作製した。 
 
３．マウス異所性歯根移植モデルによる再生
組織解析 
１）異所性歯根移植モデル 

Ishizakaら6)の方法に基づき、in vivoにお
ける未処理歯根及び、各処理歯根における歯
髄再生能を検討するために異所性歯根移植モ
デルを作製した。 
２）再生組織量の解析 

Hematoxylin-Eosin (HE) 染色後、各移植
歯根の再生歯髄量を、実体顕微鏡で歯の全体
画像を取得した。 
３）細胞密度解析 

再生歯髄における細胞密度は、Hoechst 
33342核染色行った。 
４）血管新生の解析 

移植28日後の血管新生は、マウス抗RECA
１を用いた免疫染色によって観察した。 
５）歯髄・象牙質複合体の再生 

移植 28 日目において、歯髄マーカー
thyrotropin-releasing hormone degrading 
enzyme （TRH-DE）の発現を in situ 
hybridization と、共焦点レーザー顕微鏡にて
観察した。各歯根移植 28 日後の再生組織に
おける、歯髄マーカーTRH-DE の mRNA 発
現を real time RT-PCR をにて解析した。 

再生歯髄細胞の象牙芽細胞への分化を解析
するために、enamelysinに対するプローブを
用いてin situ hybridizationを行った。再生組
織中の歯根膜マーカーが発現しているか免疫
染色にて観察した。移植28日後の試料を用い
て、ウサギ抗 PLAP-1を用いた免疫染色を行
った。 
 
４．移植歯根の化学的微小環境の再構築 
 未処理歯根を 121℃、２気圧にてオートク
レーブ処理を行い、化学的微小環境因子を失
活させ、前述した EDTA 抽出液、上清、およ
びその混合液を凍結乾燥処理後に、オートク
レーブ処理した歯根に付着させ、EDTA 付着
歯根、上清付着歯根および混合液付着歯根を
作製した。 
 
５．統計学的解析 

データは平均±標準偏差で表した。統計処
理には一元配置分散分析および多重比較テス
ト（Tukey法）を用い、統計学的有意差は危
険率５%で判定した。なお、統計学的分析に
は統計解析ソフトSPSS ver21.0®(IBM, NY, 



USA)を用いた。 

 
４．研究成果 
１．各処理歯根による歯髄、象牙芽細胞再生
能 

SCID マウスに対し歯髄幹細胞を各処理歯
根を異所性移植した際の歯髄再生能を比較
した。28 日後には新生血管に富む歯髄様組織
の再生が未処理歯根内に認められた（図１A, 
E）。塩酸、グアニジン塩酸、EDTA 処理歯根
では未処理歯根と比べ疎な歯髄様組織の再
生が認められた（図１B-D, F-H）。次に、移
植 28 日後の再生組織を組織学的に解析する
と、各処理歯根の歯髄組織再生量は、未処理
歯根より有意に少なかった（図１I）。塩酸処
理歯根とグアニジン塩酸処理歯根の間では
組織再生量に有意差は認められなかった。し
かし、EDTA 処理を行うことで組織再生量が
さらに有意に減少することが認められた（図
１I）。再生組織内において Hoechst 33342 陽
性細胞数は未処理歯根（図１Ｊ）と比較して、
グアニジン塩酸処理歯根および EDTA 処理
歯根では有意に少なかった（図１K-M）。細
胞移植後 28 日の再生組織を RECA１抗体に
て観察したところ、全ての再生組織中に
RECA１陽性細胞を認めた（図１O-R）。そこ
で、血管新生密度を組織学的に測定すると、
未処理歯根は各処理歯根より有意に血管新
生量が多いことが認められた。また、塩酸処
理歯根とグアニジン塩酸処理歯根の間では
血管新生量の有意差は認めなかった。しかし、
EDTA 処理を行うことで血管新生量が有意
に減少した（図１S）。 
移植後 28 日の再生組織において、歯髄マ

ーカーTRH-DE の mRNA 発現を in situ 
hybridization で観察したところ、未処理歯根、
塩酸処理歯根およびグアニジン塩酸処理歯
根の再生組織にその発現が認められたが、
EDTA 処理歯根の再生組織にその発現は認
められなかった（図２A-D）。次に、再生組織
より RNA を抽出し、歯髄マーカーTRH-DE
による real-time RT-PCR を行ったところ、
再生組織における発現量は未処理歯根、塩酸
処理歯根、グアニジン塩酸処理歯根間で同等
に認められたが、EDTA 処理歯根では発現が
認められなかった（表１）。 

 
表１ 異所性歯根移植 28 日後の再生歯髄と正常

歯髄の TRH-DE 発現量の比較 
Non treated HCl

Gdn

HCl
EDTA

TRH-DE 1.0±0.1 0.8±0.2 0.9±0.2 0
 

組織学的に未処理歯根、塩酸処理歯根およ
びグアニジン塩酸処理歯根の再生組織を観
察すると、根管壁に並列した象牙芽細胞様細
胞が Enamelysin を発現し、突起が細管内に
伸長していた（図２E-G）。しかし、EDTA 処
理歯根において Enamelysin の発現は認めら
れなかった（図２H）。Enamelysin 陽性細胞
数は、未処理歯根、塩酸処理歯根およびグア
ニジン塩酸処理歯根間において有意差は認
められなかったが、EDTA 処理との間におい
て有意に減少した（図２I）。細胞移植後 28
日の再生組織を PLAP-1、periostin による歯
根膜マーカーにて観察したところ、未処理歯
根と塩酸処理歯根間でのPLAP-1陽性細胞率
において有意差は無かったが、グアニジン塩
酸処理歯根では、未処理歯根と塩酸処理歯根

と比べ、有意に PLAP-1 陽性細胞率が高かっ
た（図２J-R）。また、EDTA 処理歯根では、
他の移植歯根よりPLAP-1陽性細胞率が有意
に高かった（図２N）。 
 

２．化学的微小環境を再構築させた移植歯根
の歯髄再生能 

歯髄幹細胞の歯髄再生能を比較するため
に、オートクレーブ処理歯根、EDTA 抽出液
付着歯根、上清付着歯根、および混合液付着
歯根を異所性に移植した。28 日後にてオート
クレーブ処理歯根、EDTA 抽出液付着歯根に
おいて歯髄様組織の再生は認められなかっ
た（図３A, B, E, F）。上清付着歯根では未処
理歯根と比べ疎な歯髄様組織の再生が認め
られた（図３C, G）。混合液付着歯根では上
清付着歯根と比べ、歯髄様組織の再生量が有
意に多かった。（図３D, H）移植 28 日後の再
生組織を組織学的に観察すると、混合液付着
歯根での歯髄組織再生量は、上清付着歯根よ
り有意に多かった（図３I）。再生組織内にお
ける Hoechst 33342 陽性細胞数は、オートク
レーブ処理歯根、EDTA 抽出液付着歯根およ
び上清付着歯根では未処理歯根と比較して
有意に少なかったが、混合液付着歯根と未処
理歯根の間では有意な差が認められなかっ
た（図３J-N）。細胞移植後 28 日の血管新生
を RECA１抗体にて観察したところ、オート
クレーブ処理歯根および EDTA 付着歯根に
は再生組織中に RECA１抗体陽性細胞が認
められなかったが、上清付着歯根および混合
液付着歯根においてその陽性細胞は観察さ
れた（図３O-R）。血管新生密度を組織学的に
測定すると、未処理歯根は各付着歯根より有
意に高く、上清付着歯根と混合液付着歯根に
おいて血管新生量の有意差は認められなか
った。（図３S）移植後 28 日の再生組織にお
いて、歯髄マーカーTRH-DE の mRNA 発現
を in situ hybridization で観察したところ、
オートクレーブ処理歯根および EDTA 抽出
液付着歯根内には発現は認められなかった
が、上清付着歯根および混合液付着歯根の再
生組織に発現が認められた（図４A-D）。さら
に、再生組織より RNA を抽出し、歯髄マー
カーTRH-DE による real-time RT-PCR を行
ったところ、再生組織における発現量は上清
付着歯根および混合液付着歯根で正常歯髄
と同等であった（表２）。 
表２ 異所性歯根移植 28 日後の再生歯髄と正常

歯髄の TRH-DE 発現量の比較 
EDTA extracts CM

CM

+EDTA 

extracts 

TRH-DE 0 0.8±0.3 1.0±0.3
 

オートクレーブ処理歯根、EDTA 抽出液付
着歯根において、Enamelysin の発現は認め
られなかった（図４E, F）。しかし、上清付着
歯根、混合液付着歯根の再生組織の根管壁に
並列した象牙芽細胞様細胞は Enamelysin を
発現し、突起を細管内に伸長させていた（図
４G, H）。未処理歯根と比較して、上清付着
歯根における Enamelysin 陽性細胞数は有意
に少なかった（図４I）。一方で、混合液付着
歯根における陽性細胞数は上清付着歯根よ
り有意に多く、未処理歯根との有意差は認め
られなかった（図４I）。上清付着歯根におけ
る PLAP-1 陽性細胞率は、未処理歯根より有
意に高く、混合液付着歯根の PLAP-1 陽性細
胞率は、上清付着歯根と比べ有意に低く、未



処理歯根との有意差は認められなかった（図
４J-R）。 
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