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研究成果の概要（和文）： 

ヒト歯胚組織幹細胞より分化誘導された骨芽細胞用細胞において、Bone morphogenetic 
protein（ＢＭＰ）-２および、ＢＭＰ-４は、ともにオステオカルシンの発現と血管内皮増殖
因子の誘導を用量依存性に促進した。また、その発現は、ｐ38 mitogen activated protein
（ＭＡＰ）キナーゼと、ｐ44/ｐ42 ＭＡＰ キナーゼの両者を介して、誘導されることが示
唆された。さらに、ヒト歯胚組織幹細胞において、血管内皮増殖因子はもともと高発現してい
たが、オステオカルシン発現はほとんど認められなかった。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 
 Bone morphogenetic protein -2, -4 induces osteocalcin expression and vascular 
endothelial growth factor accumulation via p38 and p44/p42 mitogen activated protein 
kinases in human osteoblastic cells induced by human dental pulp stem cells.  
Moreover, it is suggested that the expression levels of vascular endothelial growth 
factor are very high in oliginal human dental pulp stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

骨代謝は、これまで骨芽細胞と破骨細胞

の 2 種類の機能細胞が主として解析され

てきたが、血管内皮細胞が果たす役割も重

要視されるようになってきている。我々は

これまでに、血管内皮細胞により産生され

る血管作動物質であるエンドセリンが、マ

ウス頭蓋冠由来骨芽細胞様 MC3T3-E1 細

胞において、Mitogen-activated protein 

(MAP) キナーゼの活性化を介して、血管

内皮細胞の増殖・分化に影響をおよぼす血

管内皮増殖因子（VEGF）を産生すること

を 明 ら か と し た (Am J Physiol 

Endocrinol Metab.2001 281 

E1260-1266)。さらに、MC3T3-E1 細胞

における、VEGF の産生が、骨芽細胞の

増 殖 ・ 分 化 と 密 接 に 関 連 す る

Transforming growth factor(TGF)-βや

Bone-morphogenetic protein(BMP)によ

っても MAP キナ−ゼの活性化を介して引

き起こされることが確認され (Am J 

Physiol Endocrinol Metab. 2003 284 

E1202-1209 、 Arch Biochem Biophys. 

2003 415 6-13)、骨代謝、とりわけ骨形成

において VEGF は、重要な役割を担って

いると考えられる。また、この MAP キナ

ーゼは、骨芽細胞の分化マーカーであるオ

ステオカルシンの誘導においても関与し

ていることも明らかとしており（J Cell 

Biochem. 2002;85(3):621-628., J Cell 

Biochem. 2002;85(3):621-628.）、さらにス

フィンゴミエリンがMAPキナーゼの上流

において作用し、オステオカルシン発現を

増加することを明らかとした。 

 これらの情報伝達経路の解明は骨芽細

胞の骨代謝における役割を明らかにする

ために必須であると考えられる。しかしな

がら、骨芽細胞におけるこうした研究につ

いては、依然として不明なところが多く、

その全容を解明するには至っていない。さ

らに、これまで培養細胞を用いた多くの機

能的解析は、ヒト正常細胞を用いたもので

はなく、こうした細胞での解析は進んでい

ない。 

 一方、再生医学は近年目覚ましく発展し

ており、とりわけ既に形成されている組織

中に存在して限定的な増殖能と分化能を

持つ「組織幹細胞」の再生医療への応用が

期待されている。この組織幹細胞を得る方

法として、主として、腸骨・顎骨などから

の骨髄細胞の採取により行なわれている

が、近年この完成前の智歯に「組織幹細胞」

が含まれることが報告され（文献 1‐3）、

我々は、歯として完成する前に摘出した智

歯（「歯胚」）に着目し、「歯胚」から、効

率的に組織幹細胞を採取・培養し、細胞株

として保存を行なっている。 

 この歯胚由来間葉系組織幹細胞は、これ

までの我々の研究において、骨髄より得ら

れた組織幹細胞と比較して、その増殖能に

おいて明らかに高い増殖活性を示すこと、

骨芽細胞誘導培地で培養することにより、

硬組織形成能を有する細胞（骨芽細胞、象

牙芽細胞）に容易に分化誘導できることが

明らかとなっている。このような組織幹細

胞の分化における研究は広く行なわれて

いるが、ヒト歯胚由来組織幹細胞から分化

誘導した骨芽細胞における骨代謝にかか

わる細胞内情報伝達経路などの解析はな

されておらず、現在のところ、全く判って

いない。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

TGF-βや BMP は、共に骨基質中に多く

含まれるサイトカインであるが、これまで

の研究で、MC3T3-E1 細胞において、こ

の両者は、MAP キナーゼの活性化を介し

て、VEGF を産生していることが明らか

になっている。さらに骨芽細胞の成熟度を

あらわす分化マーカーの一つであるオス

テオカルシンの発現においても、この

MAP キナーゼの活性化を介することが明

らかとされている。一方、ヒト「歯胚」よ

り我々が樹立した組織幹細胞株は、これま

での研究において、とりわけ硬組織形成能

を有する細胞（骨芽細胞、象牙芽細胞）に

容易に分化誘導できる特徴を持つことが

明らかとなっている。 

 そこで今回、ヒト歯胚由来組織幹細胞よ

り分化誘導した骨芽細胞を用いて、BMP

によるオステオカルシンの発現と細胞内

情報伝達経路の解析、BMP による VEGF



の誘導と細胞内情報伝達経路の解析をお

こない、ヒト骨芽細胞の骨代謝における

役割を明らかとすることを目的とする。 

 

 

 

３．研究の方法 

 

これまで樹立されてきた、ヒト歯胚由来

の細胞株を用いて、採取された歯胚の時期

ごとに、ヒト歯胚由来組織幹細胞より分化

誘導した骨芽細胞の BMP によるオステオ

カルシン発現の情報伝達経路の解析の検討

を行った。すなわち、ヒト歯胚由来組織幹

細胞を骨芽細胞（象牙芽細胞）への分化・

誘導を行い、その細胞を用いて、BMP2,4

で処理し、成熟骨芽細胞の分化マーカーで

あるオステオカルシンの発現における関与

と、MAP キナーゼを中心としたその情報

伝達経路を特異的阻害剤（PD98059、

SB203580）で処理し、マウス骨芽細胞様

MC3T3-E1 細胞で得られている結果と比

較検討した。オステオカルシンの誘導は、

EIA 法にて測定した。MAP キナーゼの活

性は、Western Blotting 法にて解析した。

また、ヒト歯胚由来の細胞株を用いて、採

取された歯胚の時期ごとに、ヒト歯胚由来

組織幹細胞から分化誘導した骨芽細胞の

BMP による VEGF 発現の情報伝達経路の

解析の検討を行った。すまわち、ヒト歯胚

由来組織幹細胞を骨芽細胞（象牙芽細胞）

へ分化・誘導を行い、その細胞を用いて、

BMP（BMP2,4）で処理し、VEGF 発現に

おける情報伝達経路をこれまでマウス骨芽

細胞様細胞で得られた結果と比較検討する。

VEGF の産生は、ELISA 法を用いて解析・

測定した。また、シグナル伝達経路の解析

はプロテインキナーゼ阻害剤にて処理し、

Western Blotting 法にて行なった。得られ

た結果は、MC3T3-E1 細胞で明らかとして

きた結果と比較検討した。 

 

 

 

４．研究成果 

 

ヒト「歯胚」より我々が樹立した組織幹細

胞株は、これまでの研究において、とりわけ

硬組織形成能を有する細胞（骨芽細胞、象牙

芽細胞）に容易に分化誘導できる特徴を持つ

ことが明らかとしてきた。また、硬組織のみ

ならず、脂肪細胞への分化誘導も試み、その

分化が確認された。さらに、ヒト歯胚由来組

織幹細胞より骨芽細胞用培地にて分化誘導

したヒト歯胚組織幹細胞において、アルカリ

フォスファターゼ活性が高度でありオステ

オカルシンの発現もそれに引き続いて引き

起こされることを確認した。ヒト骨膜組織の

プライマリーカルチャーより分化した骨芽

細胞様細胞と比較して、ヒト歯胚組織幹細胞

より誘導した骨芽細胞様細胞はアルカリフ

ォスファターゼ活性が非常に高いことも確

認された。また、このヒト歯胚組織幹細胞に

おける血管内皮増殖因子の発現がもともと

非常に高レベルに発現・分泌しており、骨芽

細胞様細胞への分化誘導によって、血管内皮

増殖因子の発現・分泌量が変化することを確

認している。さらに、ヒト歯胚組織幹細胞か

ら分化誘導した骨芽細胞様細胞におけるオ

ステオカルシンの発現における細胞内情報

伝達経路と、このヒト歯胚組織幹細胞から分

化誘導した骨芽細胞様細胞における、血管内

皮増殖因子の発現・誘導に関する、細胞内情

報伝達経路の解析については、これまでのマ

ウス骨芽細胞様細胞における情報伝達経路

と同様に、MAP キナーゼの関与が示唆され

ており、BMP-4 および BMP-2 の刺激によっ

て、p38MAP キナーゼおよび p44/p42 MAP 

キナーゼのリン酸化を引き起こすことが示

された。 

さらに、ヒト歯髄由来組織幹細胞より分化

誘導をおこなわず未分化性を維持した状態

の細胞においては、もともと血管内皮増殖因

子は高度に発現・誘導されていることを確認

しているが、BMP2 および BMP4 で処理し

て VEGF 誘導の解析を行なった。その結果、

骨芽細胞に分化誘導した細胞においては、血

管内皮増殖因子の誘導が BMP の用量依存性

に増加するのに対して、未分化性を維持した

状態の細胞（ヒト歯髄幹細胞）においては、

BMP が用量依存性に、血管内皮増殖因子の

誘導を抑制した。 

以上のことより、BMP は、幹細胞におい

ては、血管内皮増殖因子の誘導を抑制し（増

殖抑制）、オステオカルシンの発現を促進（分

化を誘導）することが示唆された。 
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