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研究成果の概要（和文）：MSX1,MSX2は歯髄幹細胞において象牙芽細胞/骨芽細胞分化促進、脂肪細胞分化抑制因
子として機能していることが示唆された。また、その作用機構を解明するためにMSX1の下流で働く遺伝子群を網
羅的に解析した。歯牙損傷刺激によって分泌される炎症性サイトカインTNF-αが歯髄幹細胞におけるMSX1発現を
誘導したが、MSX2の発現には影響しなかった。免疫組織化学染色により、象牙質形成が活発な歯根の象牙芽細胞
の核にMSX1とMSX2蛋白質が高発現していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It was suggested that MSX1 and MSX2 function as odontoblast/osteoblast 
differentiation-promoting and adipocyte differentiation-inhibitory factors in dental pulp stem 
cells. In addition, in order to elucidate the mechanism, we comprehensively analyzed a group of 
genes that act downstream of MSX1. Inflammatory cytokine TNF-α, which is secreted by tooth injury 
stimulation, induced MSX1 expression, but did not affect MSX expression, in dental pulp stem cells. 
Immunohistochemical analyses demonstrated that MSX1 and MSX2 proteins were highly expressed in the 
nuclei of odontoblasts in roots where dentin formation was active.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、幹細胞を用いた再生医療が注目されている。その中で、歯髄再生の元になる体性幹細胞である歯髄幹細胞
は、その優れた分化能のため再生医療の細胞源として様々な組織（歯髄、骨、神経、血管等）での利用が期待さ
れている。歯髄幹細胞は他の体性幹細胞と比べ象牙芽細胞や神経細胞への分化能が高いなどの特徴を持つが、そ
の分子メカニズムは不明である。転写因子による分化制御メカニズムの解明は、歯髄幹細胞の特徴を明らかにす
るために重要である。本研究の成果は、将来的に歯髄幹細胞を用いた細胞治療の効果的な利用に役立つと期待さ
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
体性幹細胞は組織を修復・再生する能力を持つ細胞で、歯髄内にも存在している。う蝕や物理的

損傷により歯が障害を受けると、前駆細胞や歯髄幹細胞が象牙芽細胞に分化し、歯髄内に反応象

牙質や修復象牙質が形成され、組織が修復される。歯の修復・再生の仕組みを解明するためには

歯髄幹細胞の分化機構を明らかにする必要がある。しかし、歯髄幹細胞は最近その存在が確認さ

れたばかりで、生化学的特徴については不明な点が多い。また、歯髄幹細胞を再生医療の細胞源

として利用するためにも、その分化能の特徴を分子レベルで解明することが重要となる。 

申請者は歯髄幹細胞の特徴を明らかにするために DNA マイクロアレイ解析を行い、歯髄幹細胞
特異的に高発現している遺伝子群を同定した。その中にはホメオボックス型転写因子である
MSX1 と MSX2 が含まれており、その後の研究で MSX1 が歯髄幹細胞の象牙芽細胞／骨芽細胞分化
に必須の因子である事を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、歯髄幹細胞の分化能の特性を分子レベルで明らかにすることである。MSX1,MSX2
は申請者らの研究で同定された歯髄幹細胞に高発現している遺伝子で、他の組織由来（骨髄、脂
肪組織、関節滑膜）の体性幹細胞や皮膚線維芽細胞ではほとんど発現しておらず、歯髄幹細胞特
有の細胞機能に関係していると予想される。本研究では、MSX1 に加えて歯髄幹細胞に特徴的に
高発現する転写因子 MSX2 の歯髄幹細胞分化における役割を解明する。さらに、象牙質再生にお
けるこれら転写因子の役割を明らかにするために、歯牙組織における MSX1,MSX2 タンパク質の
発現を in vivo で解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) MSX1 の作用機構を解明するために、MSX1 の下流で働く因子を DNA マイクロアレイによって

網羅的に解析した。未分化状態の歯髄幹細胞を MSX1siRNA で処理し MSX1 の発現をほとんど消失

させ、その細胞から RNA を抽出し、コントロールの歯髄幹細胞（コントロール siRNA で処理した

細胞）の RNA 発現量と比較した。 

(2) siRNA によって MSX1 をノックダウンした歯髄幹細胞とコントロール siRNA で処理した歯髄

幹細胞細胞を脂肪細胞分化誘導し、分化の程度を比較した。 

(3) 免疫組織化学染色によって 3 週齢のマウスの上顎第 1 大臼歯および切歯における MSX1、

MSX2 タンパク質の局在を解析した。 

(4) 歯牙損傷刺激によって分泌される炎症性サイトカイン（IL-1,IL-6, TNF-α）や口腔内細菌
由来の LPS 存在下で歯髄幹細胞を培養し、MSX1、MSX2 等の遺伝子発現に対する影響を解析した。 
 
４．研究成果 

(1) NF331,ZNF730 などの zinc finger タンパク質や DACT1, WNT2, SHISA3, RPS6KA2 などのシグ

ナルタンパク質をコードする遺伝子の発現が、MSX1 ノックダウンによって増加していた。一

方、FOXS1 や FOXA1 などの転写因子、細胞間シグナル伝達に関わるセマフォリンファミリー

遺伝子の発現が MSX1 ノックダウン細胞では低下していた。また、骨芽細胞に分化誘導した

歯髄幹細胞では Wnt シグナルに関わる遺伝子やコレステロール代謝に関わる遺伝子の発現

が MSX1 ノックダウンにより有意に影響された。 

(2) 歯髄幹細胞の脂肪細胞への分化能に対する MSX1 の役割について解析した。オイルレッド O

染色で解析した結果、3週間分化誘導したコントロール細胞はほとんど染色されず脂肪細胞

への分化があまり進んでいなかったが、MSX1 ノックダウン細胞では大量の脂肪滴が細胞内

に蓄積されていた。また脂肪細胞分化制御のマスター転写因子である SREBP1 や PPERγ、脂

肪細胞分化の後期マーカーである FABP4（脂肪酸結合タンパク質）とペリリピン（脂肪滴表

面タンパク質）の発現が MSX1 ノックダウン細胞と比べコントロール細胞で増加していた。



特に脂肪細胞の初期分化に関係する PPERγの発現に対しては分化誘導の初期（1週間）に既

に影響が見られ、MSX1 ノックダウン細胞ではコントロール細胞と比べ約２倍に増加した。こ

れらの結果から、MSX1 は歯髄幹細胞において脂肪細胞分化の抑制因子として機能している

ことが示唆された。 

(3) 免疫組織化学染色によってマウス臼歯および切歯における MSX1、MSX2 タンパク質発現につ

いて解析した。 

①臼歯歯根の象牙芽細胞では核と細胞質の両方で MSX1 陽性なのに対し、冠状象牙芽細胞で

は細胞質でのみ弱い陽性反応を示した。 一方、歯髄組織の中心にある血管を取り囲む歯髄

間葉系細胞では核のみ MSX1 陽性を示した。MSX2 の場合、歯根部では象牙芽細胞の核が陽性

を示したが、象牙芽細胞下層では弱い陽性反応を示した。また、歯冠部では、成熟象牙芽細

胞の細胞質および 象牙芽細胞下層の細胞の核が MSX2 陽性を示した。これらの結果は、象牙

質形成が活発な根の象牙芽細胞の転写調節においては MSX1、MSX2 が機能しているが、象牙

質形成がほぼ完了している冠状象牙芽細胞ではあまり働いていない可能性を示唆している。 

②切歯幼若象牙芽細胞において MSX1 発現が確認でき、分化と共にその強度が増加した。一

部の細胞を除いて核での発現は認められないが、細胞突起基部に強い反応が見られた。MSX2

の場合、幼若象牙芽細胞の核が陽性を示したが、成熟象牙芽細胞では核の陽性が消失した。

また、象牙芽細胞下層においては、エナメルに覆われた唇側象牙質では MSX2 陽性を示し、

セメント質で覆われた舌側象牙質では発現レベルが低下していた。それぞれ、歯冠と歯根に

相当するので、臼歯の所見と一致した。 

(4) TNF-αの刺激によって歯髄幹細胞の MSX1 発現が約 5倍増加した。最近の研究で TNF-α刺激

を行なった歯髄細胞が骨芽細胞などへの分化能が高まることが指摘されており、MSX1 との

関連が注目される。一方、MSX２遺伝子に関しては、これらサイトカインや LPS 刺激による

発現誘導は観察されなかった。 
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