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研究成果の概要（和文）：　マウス歯乳頭尖端前駆細胞(iSCAP)の象牙芽細胞様細胞分化に際して、S1P、BMP-9
による分化マーカーDSPP、DMP1、MEPE mRNA発現、分泌タンパク質発現増加、石灰化促進を見出し、S1P/S1PR1経
路の関与が示唆された。ラット歯根未完成永久歯において、歯髄組織とそれに接する象牙芽細胞様細胞存在部
位、根尖部歯乳頭にS1P受容体S1PR1陽性細胞が多く観察された。再生歯内療法モデルでは、S1PR1作動薬による
根管壁厚径の増加、根尖付近に骨様硬組織の形成を認めた。
　S1P/S1PR1経路はSCAPの象牙芽細胞分化促進と再生歯内療法後の歯根形成に関与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：  During odontogenic differentiation of mouse stem cells of the apical 
papilla (iSCAP), we found that S1P and BMP-9 induced mRNA and secreted protein expression of 
differentiation markers including DSPP, DMP1, and MEPE, and promoted mineralization through 
S1P/S1PR1 signaling pathway. In rat immature teeth, many S1PR1-positive cells were observed in the 
pulp tissue and the adjacent odontoblast-like cell area, as well as in the apical papilla. 
Furthermore, in the regenerative endodontic procedures model, an increase in root canal wall 
thickness and the formation of bone-like hard tissue near the root apex were observed due to the 
S1PR1 agonist.
  S1P/S1PR1 pathway may be involved in promoting odontogenic differentiation of SCAP and root 
formation after regenerative endodontic procedures.

研究分野：歯内療法学、歯科保存学

キーワード： sphingosine-1-phosphate　SCAP　differentiation　odontoblast

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で見出したS1P/S1PRシグナルによる新たなSCAPの象牙芽細胞分化促進作用は、再生歯内療法後の歯根形
成におけSCAPの賦活化と象牙質-歯髄複合体の再生に応用できる可能性がある。

※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 
 
 再生歯内療法（regenerative endodontic procedures、以下 REP）は、歯髄壊死を伴う歯根未
完成永久歯に対する治療法のひとつで、REP によって根尖部に形成される硬組織は、組織学的に
はセメント質または骨であることが示されており、真の象牙質再生とは異なる。その結果、REP
後の根管内に過度の石灰化が生じ、骨性癒着や血管再建組織の生活力・機能の阻害が生じている。
そのため、正常な象牙質や歯髄様組織を再生する誘導手段が必要である。申請者らはスフィンゴ
シン-1-リン酸（以下 S1P）の骨組織形成作用メカニズムを明らかにしてきたが、その中で、ラ
ット正常歯髄組織および歯根周囲において、歯髄と象牙質の境界面すなわち象牙芽細胞存在部
位に S1P 受容体のひとつ S1PR1 が多く発現することを見出した。そこで、骨形成作用を有する
S1P シグナルが S1PR1 を介して象牙質の形成に関与するのではないかと仮説をたて、本研究を着
想した。   
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、REP 後に根管内へ導く歯乳頭由来幹細胞 (SCAP)に焦点をしぼり、in vitro、in 
vivoにおけるS1PR1シグナルを介したSCAPの賦活化による象牙芽細胞様細胞分化促進と象牙質
-歯髄複合体の形成を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) S1PR1 シグナルによる SCAP の象牙芽細胞様細胞分化促進機構の解明 
 実験には、iSCAP 細胞 (マウス歯乳頭尖端前駆細胞：abm 社）を用いる。S1P が細胞増殖および
石灰化に及ぼす影響、象牙芽細胞様細胞分化に関連する細胞内シグナルに及ぼす影響について
検討。 
① S1P が iSCAP 細胞の象牙芽細胞様細胞分化に伴う S1P 受容体遺伝子発現変化に及ぼす影響 
象牙芽細胞様細胞分化には、80 % コンフルエントで細胞を播種し、2 % Ascorbic acid、
0.4 % Hydrocortisone、0.4 % β-Glycerophosphate を含む Osteoblast-Inducer Reagent 
(Takara Bio Inc.)で培養した。S1P または iSCAP 細胞の象牙芽細胞様細胞分化への報告が
ある BMP-9 を象牙芽細胞分化培地への交換の 24 時間前に添加し、3 日毎に培地交換を行っ
た。分化開始 1〜14 日目の mRNA を抽出し、S1PR1 および S1PR2 遺伝子発現を qRT-PCR 法を用
いて検出した。 
② S1P が iSCAP 細胞の象牙芽細胞分化マーカー遺伝子発現に及ぼす影響（mRNA、タンパク質レ
ベル） 
 ①と同様に細胞を培養し、分化開始 1〜14 日目の mRNA および上清を抽出し、S1PR1 および
S1PR2 mRNA、分泌タンパク質発現を qRT-PCR 法、ELISA 法を用いて検出した。象牙芽細胞分
化マーカー遺伝子は、分化初期〜後期のdentin sialophosphoprotein (DSPP)、dentin matrix 
phosphoprotein (DMP)1、matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE)を用いた。
S1PR1 シグナルへの影響を検討するため、S1PR1 阻害剤 (W146)を添加したサンプルを用いて
の解析を併せて行った。 
③ S1P が iSCAP 細胞の石灰化に及ぼす影響 
 石灰化はアリザリンレッド S染色で評価した。象牙芽細胞分化誘導培地下で 4 週間培養後、
細胞を固定し、染色後に、石灰化結節溶解液（5 % ギ酸）により色素を溶出。溶出液の吸光
度を測定した。 
④ iSCAP 細胞の多分化能の検証：S1P が iSCAP 細胞の脂肪細胞分化に及ぼす影響 
骨系細胞と互いに分化を阻害し合う関係にある脂肪細胞分化について、Oil red O 染色によ
る脂肪滴形成を検討した。脂肪細胞分化培地下で 2日間培養後、維持培地に交換し 2日間培
養した。その後固定し、染色後に、イソプロパノールを用いて色素を溶出。溶出液の吸光度
を測定した。 
 
2) 動物モデルにおける再生歯内療法：S1P による象牙質/骨様組織の形成に関する検証 
① 歯根未完成ラットの歯根周囲における S1PR1 および S1PR2 の発現分布 
歯根未完成の 5週齢ラットを用いた (n=3)。通法に従って下顎第一臼歯近心根歯根周囲の 4 
mm 厚さパラフィン切片から成る連続組織標本を作製し、hematoxylin and eosin (H-E)染色
を実施した。また、S1PR1、S1PR2 の一次抗体を用いて免疫組織染色を実施した。動物実験は、
福岡歯科大学動物実験承認番号 20017 のもと実施した。 
②再生歯内療法の実施と硬組織形成に関する検証 
実体顕微鏡下で、5週齢歯根未完成ラット下顎第一臼歯を抜髄し、近心根管内に S1PR1 作動



薬(FTY720)を填入した状態で根尖部を穿通し、血餅と SCAP を誘導した。血餅上部はケイ酸
カルシウムセメントの貼付とコンポジットレジンにより封鎖した。術後 4週、根管壁厚径の
増加、歯根伸長、および根尖閉鎖状況をマイクロ CT により検証した。また、H-E 染色を実施
し、組織の状態を観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
1) S1PR1 シグナルによる SCAP の象牙芽細胞様細胞分化促進機構の解明 
象牙芽細胞分化誘導培地下では、S1PR1 mRNA の発現は徐々に増加し、7日目、14 日目では S1P
の添加により有意に増加した。S1PR2 mRNA 発現は 7日目をピークに増加したが、S1P 添加による
影響は認めなかった。一方、BMP-9 の添加により、S1PR1 mRNA 発現は 7 日目に有意に増加した
が、S1PR2 mRNA 発現に影響は認めなかった。 
iSCAP 細胞は、象牙芽細胞分化誘導培地下で培養を行うと、S1P の添加により S1PR1mRNA 発現
が増加したことから、S1PR1 を介したシグナルが iSCAP 細胞の象牙芽細胞様細胞分化に関与する
可能性が推察され、さらに検討を加えた。象牙芽細胞の初期分化マーカーである DSPP では S1P
添加後 1〜14 日目で、DMP1 では 1 日目で、後期分化マーカーである MEPE では 14 日目で、コン
トロールと比較して有意な増加を認めた。一方、BMP-9 の添加により、DSPP は 1〜14 日目、DMP1
は 1 日目、MEPE は 14 日目で有意に増加した。次に、S1PR1 阻害剤である W146 を用いて、象牙芽
細胞分化マーカーmRNA 発現増加に対する S1PR1 シグナルの影響を検討した。S1P による DSPP、
DMP1 の mRNA 発現増加は、S1PR1 阻害により有意に抑制、MEPE は抑制傾向を示したが、BMP-9 に
よるこれらの分化マーカーmRNA 発現増加は、S1PR1 阻害による影響を認めなかった。次に、DSPP、
DMP1、MEPE の分泌タンパク質量についても検討した。DSPP では、S1P 添加後 3、7日目、DMP1 で
は 1 日目、MEPE では 7 日目で有意な増加を認めた。一方、BMP-9 の添加により、DSPP は 7 日目
で有意な増加を認めた。DMP1 は 1、3、7 日目で増加傾向、MEPE は 7、10 日目で増加傾向を示し
たが、統計学的有意差は認めなかった。S1P による DSPP、DMP1、MEPE の分泌タンパク質量増加
は、S1PR1 阻害により有意に抑制されたが、BMP-9 添加群では、S1PR1 阻害による影響を認めな
かった。 
iSCAP 細胞の石灰化についても検討した。S1P の添加により、石灰化促進作用を認め、BMP-9 を
添加した場合にも、同様の石灰化促進作用が認められた。S1P による石灰化促進は、S1PR1 阻害
により抑制されたが、BMP-9 による石灰化促進は、S1PR1 阻害剤による影響を認めなかった。さ
らに、iSCAP 細胞の多分化能の検証を行うため、骨系細胞と互いに分化を阻害し合う関係にある
脂肪細胞分化について、Oil red O 染色による脂肪滴形成を検討した。S1P 添加により、脂肪滴
形成は有意に抑制されたが、S1PR1 阻害により脂肪滴の形成が観察された。一方、BMP-9 添加は
脂肪滴形成には影響を及ぼさず、S1PR1 阻害による影響も認めなかった。 
本研究で見出した S1P/S1PR シグナルによる新たな象牙芽細胞様細胞分化促進作用は、再生歯
内療法後の歯根形成におけ SCAP の賦活化と、象牙質-歯髄複合体の再生に応用できる可能性が
ある。 
 
2) 動物モデルにおける再生歯内療法：S1P による象牙質/骨様組織の形成に関する検証 
ラットの歯根未完成永久歯において、歯髄組織とそれに接する象牙芽細胞様細胞存在部位、
SCAP が存在する根尖部の歯乳頭に S1P 受容体 S1PR1 陽性細胞が多く観察された。一方、研究過
程で歯根完成永久歯を有する老齢ラットにおいても検討を加えたところ、根管壁の象牙芽細胞
様細胞存在部位においても S1PR1 陽性細胞が同様に観察され、S1PR1 シグナルが SCAP の象牙芽
細胞様細胞分化のみならず、成熟永久歯の第二象牙質形成にも影響を及ぼす可能性があること
が示唆された。 
ラット再生歯内療法モデルにおいては、S1PR1 作動薬の根管内留置により根管壁厚径の増加、
根尖付近に骨様硬組織の形成を認めた。一方、封鎖に使用したケイ酸カルシウム系セメントの直
下にも骨様硬組織の形成が認められたが、根尖付近で形成されたものと連続していなかった。
S1PR1、S1PR2 免疫染色では、染色過程の非働化時の熱処理で、硬組織部分が剥離してしまい、
明示できる明確な結果が得られなかったため、現在も条件を変えて検討中である。 
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