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研究成果の概要（和文）：歯科治療のために窩洞を形成した歯の髄腔側では、象牙芽細胞による石灰化が亢進す
る。この過程において、窩洞形成にともない象牙芽細胞の細胞死が誘導され、引き続き歯髄幹細胞から分化した
新生象牙芽細胞の出現が観察される。しかしながら、象牙芽細胞死と歯髄幹細胞の分化誘導との関係は良く分っ
ていない。今回、我々は、遺伝子改変マウスを用いて、ジフテリア毒素(DT)投与により象牙芽細胞を特異的に死
滅させる実験系を構築した。その結果、象牙芽細胞死を引き金とした、象牙芽細胞の再生および新生象牙質の形
成を調節する歯髄環境の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tertiary dentin formation is induced in response to dental cavity 
preparation for dental treatment. In this biological process, cavity preparation induces 
odontoblastic cell death and fewer odontoblasts are thus regenerated from dental pulp stem cells, 
resulting in induced reparative dentin formation. However, the relationship between odontoblastic 
cell death and the regulation of tertiary dentin formation is unclear. In this study, we examined 
the effects of odontoblastic depletion on dentinogenesis activation using genetically modified mice.
 We found that dentin formation increased in response to odontoblastic cell death. This result 
suggests that there is a dental pulp niche environment regulated by odontoblastic cell death and 
that this regulatory network is essential for the activation of reparative dentin formation.

研究分野： 骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の修復は、失われた硬組織を補填する生体防御反応であり、臨床現場では、より早期の修復象牙質形成が求め
られる。しかしながら、これまで硬組織修復のメカニズムはよくわかっていなかった。本研究成果により、象牙
芽細胞の細胞死が、歯髄環境に影響を及ぼし、未分化歯髄細胞画分の象牙芽細胞分化を誘導することが明らかに
なった。今後、以上の実験系を活用することにより、硬組織修復の促進を目指した治療法の提案に繋がることが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
骨髄間葉系幹細胞(BM-MSC)の骨芽細胞への分化は、Runx2 や Osterix などの転写因子が決定す
る。しかし、歯髄幹細胞(DPSC：dental pulp stem cells)の象牙芽細胞分化を調節する因子に
ついてはよくわかっていない (Development 143:2273,2016)。その解明には、生体内で、その
分化の過程を解析する必要があると考える。これまで、 DPSC の起源となる細胞として、Thy1+

細胞( Proc Natl Acad Sci USA 97:13625,2000)、NG2+ペリサイト ( Proc Natl Acad Sci USA 
97108:6503,2011)、グリア細胞(Nature 513:551,2014)、Gli1+細胞(Cell Stem Cell 14:160, 
2014)などの報告があるが、未だ結論には至っていない。 
 
２． 研究の目的 

 
DPSC の性状、および象牙芽細胞分化のメカニズムは良く分かっていない。我々が構築した象 

牙芽細胞の枯渇実験系を活用し、DPSC を同定し、象牙芽細胞の分化調節および硬組織修復機構
を包括的に理解することを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
(1)象牙芽細胞の特異的マーカータンパク質の探索：Ｉ型コラーゲンのプロモーター
[Col1(2.3)]の制御下で GFP を発現するマウス[Col1(2.3)-GFP]の上顎の第一臼歯を回収した。
凍結切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡で観察し、Col1(2.3)-GFP の歯髄内での発現を調べた。 
(2)象牙芽細胞の枯渇実験系の構築：Col1(2.3)-Cre; flox-stop-flox-ジフテリア毒素受容体
(DTR)マウスを作製した。上顎の第一臼歯を回収し、DTR に対する抗体により免疫染色を行い、
DTR の発現パターンを調べた。Col1(2.3)-Cre; DTR マウスにジフテリア毒素(DT)を 1 週間投与
(250 ng/Mouse)し、最終投与の 24時間後に上顎の第一臼歯を回収した。パラフィン切片を作成
した後、ヘマトキシリン・エオジン染色により、象牙芽細胞の枯渇を観察した。 
(3)枯渇した象牙芽細胞の再生能力の観察：枯渇した象牙芽細胞の再生を観察するために、
Col1(2.3)-GFP; Col1(2.3)-Cre; DTR マウスを作成した。１週間の DT投与の 1、7、21 日後に上
顎の第一臼歯を回収した。凍結切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡で Col1(2.3)-GFP が陽性の
象牙芽細胞の定量を行った。さらに、象牙質シアロタンパク質(DSPP)に対する in situ ハイブリ
ダイゼーション法を用いて、象牙芽細胞の再生を確認した。 
(4)象牙芽細胞の枯渇後の象牙質形成の観察：Col1(2.3)-Cre/DTR マウスに DT を 1 週間投与し、
象牙芽細胞を特異的に死滅させた。DT の最終投与の 3 および 6 日目にカルセインを投与した。
７日目に上顎の第一臼歯を回収した。凍結切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡で象牙質におけ
るカルセインの取り込みを観察した。さらに、第一臼歯のμCT 撮影を行い、硬組織と歯髄組織
の体積を定量した。 
(5)歯髄細胞の発現変動分子の解析:Col1(2.3)-Cre/DTR マウスに DT を 1 週間投与し、象牙芽細
胞を特異的に死滅させた。DT の最終投与の 7 日後に、上顎第一臼歯から totalRNA を回収し、
RNAseq を行った。GO解析および GSEA 解析を行い、象牙芽細胞の枯渇により変化する遺伝子プロ
ファイルを調べた。また、副甲状腺ホルモン受容体(PTHR)およびリン酸化 CREB(pCREB)抗体を用
いて免疫染色を行った。 
 
４． 研究成果 

 
(1) 象牙芽細胞の特異的マーカータンパク質の探索： 
タイプ I コラーゲン(Col1)は，象牙芽細胞で発現することが知られている。Col1 のプロモータ
ーの下流で GFP を発現する Col1(2.3)-GFP マウスの上顎第一臼歯の凍結切片を作成し、共焦点
レーザー顕微鏡による解析を行った。その結果、Col1(2.3)-GFP の象牙芽細胞に特異的な発現が
認められた。 
 
(2) 象牙芽細胞の枯渇実験系の構築： 
 Col1(2.3)が象牙芽細胞に特異的に発現することが分かったので、Col1(2.3)-Cre と flox-
stop-flox-ジフテリア毒素受容体(DTR)の 2 つの遺伝子を有したマウス (Col1(2.3)-Cre; DTR)
を作製した。このマウスの第一臼歯を回収し、パラフィン切片を作成した後、DTR の抗体による
免疫染色を行った。その結果、DTR は象牙芽細胞に特異的に発現することが確認できた。次に、
DTR(コントロール)および Col1(2.3)-Cre; DTR マウスに、250 ng の DT を腹腔内に１週間連日投
与し、最終投与の 24 時間後に第一臼歯を回収した。パラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・
エオジン染色により，象牙芽細胞を観察した。その結果、Col1(2.3)-Cre; DTR マウスでは、DT
投与による象牙芽細胞の消失が確認された。 
 
(3) 枯渇した象牙芽細胞の再生能力の観察： 
次に、Col1(2.3)-Cre; DTR マウスへの DT 投与により枯渇した象牙芽細胞の再生を調べた。

Col1(2.3)-GFP; Col1(2.3)-Cre; DTR マウスに DTを投与し、象牙芽細胞を観察した。その結果、



DT の最終投与 24時間後に低下した Col1(2.3)-GFP 陽性の象牙芽細胞は、時間依存的に再び出現
することが明らかになった。さらに、象牙芽細胞の枯渇後の回復を、DSPP の in situ ハイブリ
ダイゼーション法を用いて確認した。Col1(2.3)-Cre; DTR マウスに DT を 1週間投与した。最終
DT 投与の 24 時間後で、DSPP 陽性細胞が消失し、1週間後に再び出現することが確認された。以
上より、象牙芽細胞の枯渇にともない、未分化歯髄細胞画分の象牙芽細胞分化が誘導され、新生
象牙芽細胞が出現することが示唆された。 
 
(4) 象牙芽細胞の枯渇後の新生象牙質形成の観察： 
 Col1(2.3)-Cre; DTR マウスに DTを投与して象牙芽細胞を枯渇させ、カルセイン標識により象
牙質の石灰化を観察した。その結果、コントロールの象牙質にはカルセインの取り込みは認めら
れなかった。一方、象牙芽細胞を枯渇したマウスでは、カルセイン標識された象牙質が確認され
た。さらに、第一臼歯のμCT 解析の結果、象牙芽細胞の枯渇により、硬組織体積の有意な上昇
が認められた。一方、歯髄体積は、象牙芽細胞の枯渇により有意に減少した。以上より、象牙芽
細胞死は、新生象牙質の形成を誘導することが示された。 
  
(5) 歯髄細胞の発現変動分子の解析: 
歯髄の RNAseq 解析および遺伝子情報解析の結果、象牙芽細胞の枯渇後に、象牙質形成関連遺伝
子の発現上昇が GO および GSEA の両方で認められた。さらに、歯髄組織の免疫染色の結果、象牙
芽細胞の枯渇に伴い、PTHR が陽性の亜集団が歯髄に出現し、新生象牙芽細胞に分化することに
より象牙質の形成に寄与することが示唆された。また、この時、歯髄における pCREB 陽性細胞の
数が増加することも確認された。以上の現象は、物理的に象牙質を欠損させた場合でも認められ
た。従って、象牙芽細胞の細胞死が歯髄の未分化間葉系細胞の PTHR 発現、PKA シグナルの活性
化を促進する結果、象牙芽細胞の分化と石灰化が亢進することが示唆された。 
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骨代謝における骨髄間葉系幹細胞の重要性

髄間葉系幹細胞は低レベルにRunx2を発現している

Vdr in osteoblast-lineage cells primarily mediates a 1α,25(OH)2D3 derivative-induced increase in bone mass by suppressing
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Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 15 (Siglec-15) plays important roles in the induction of both bone-resorbing
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