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研究成果の概要（和文）： 

本研究ではブタ歯髄、大動脈、脂肪、骨髄組織由来 CD31-;CD146-SP 細胞をマイク
ロアレイや下肢虚血マウスに移植して比較することにより、G-CSF が歯髄再生血管
新生に有効であることを示した。また、イヌ抜髄モデルに G-CSF をコラーゲンと共
に移植すると、コラーゲンのみを移植したものと比べてより多く歯髄の再生がみられ
た。これより G-CSF は歯髄再生に有効であることを示した。 

研究成果の概要（英文）： 
To examine the angiogenic/proangiogenic properties, gene expression profiles were analyzed by 

microarray and real-time RT-PCR. The expression of G-CSF was much stronger in pulp CD31
-
/CD146

-
 

SP cells compared with that in adipose, none marrow and artery CD31
-
/CD146

-
 SP cells. Pulp 

regeneration after pulpectomy by  transplantation of  collagen with G-CSF. 
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１．研究開始当初の背景 

 高齢化社会において歯の健康は QOL 向上の

ために必須であり、齲蝕が深くて露髄した場合

あるいは歯髄炎を起こした場合でも極力歯髄

を残して歯を延命化させることが必要と考え

られている。そのために私共は、歯再生の３要

素と考えられる 1)形態形成因子、BMPs(骨形成

因子) 2)歯髄幹細胞 3)微小環境(足場、細胞外

基質など)を駆使して象牙質を再生させる新し

い齲蝕治療法の開発を行ってきた。しかし歯髄

組織が偶発露髄あるいは可逆性歯髄炎程度で

あれば、上記の象牙質再生法は有効であると考

えられるが、不可逆性歯髄炎で疼痛がある場合

は抜髄せざるを得ない。よって近年、抜髄ある

いは感染根管治療後の根管内への血管新生、神

経再生ならびに歯髄再生研究開発を進めてき

た。これまで、ヒト歯根未完成歯の自家移植に

関しては移植後高頻度に歯髄の治癒が生じる

ことが知られていた。根尖部に病変を伴う歯根

未完成歯でも、徹底的な根管洗浄・消毒と３種

抗菌剤の貼薬後、セメント・象牙境まで血餅あ

るいはコラーゲンを満たし  Mineral trioxide 
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aggregate (MTA)および Cavit で窩洞を完全封鎖

することにより歯髄が再生されるとの報告が

ある。歯根完成歯では、根尖部を切断するか、

あるいは根尖を 1.1mm 以上拡大し根管を血餅

で満たす必要性が示唆されている。しかし、い

まだ根管内に侵入する血管新生および歯髄再

生のメカニズムは明らかではなく、抜髄後ある

いは根管治療後の歯髄再生治療法も確立され

ていない。私どもでは、歯髄組織から、血管新

生 能 に 優 れ た 歯 髄 幹 細 胞 を 多 く 含 む

CD34
+
;CD31

-
;CD146

-
 side population (SP)細胞を

分取した。CD34
+
;CD31

-
;CD146

- 
SP 細胞は

CD31
+
;CD146

- 
SP 細胞および CD31

+
;CD146

+ 
SP

細胞に比べて非常に遊走能および増殖能が高

く、CD34
+
;CD31

- 
SP 細胞をマウス下肢虚血部

に移植すると有意に血管新生が促進され、イヌ

の歯髄切断面上に自家移植すると完全に歯髄

が再生され、この細胞の血管新生および歯髄再

生への関与が明らかとなった。 

 近年、多くの疾患における間葉系幹細胞を用

いた細胞療法の可能性が注目されているが、創

傷部位局所に間葉系幹細胞が遊走、定着するメ

カニズムに関してはいまだ明らかではない。そ

の中で、間葉系幹細胞の一部の画分において

stromal-derived factor (SDF1) のケモカインレ

セプター、CXCR4 の発現がみられ、SDF1 に

より間葉系幹細胞が創傷部に集積することが

示唆されている。しかし、CXCR4 を抑制して

も遊走能はあまり変化せず、また CXCR4 を発

現しない間葉系幹細胞も多く存在することも

知られ、他のケモカインが遊走に関与している

可能性も示唆されている。 

 したがって、今回、歯髄由来の血管内皮細胞

CD31
+
;CD146 ＋  細 胞 を 幹 細 胞 CD34

+
; 

CD31
-
;CD146

- 
SP 細胞のケモカイン発現を比較

して、遊走・定着に有効なケモカインを検索し、

根管内にこのケモカインを scaffoldに吸着させ、

歯髄幹細胞を根尖部より根管内に遊走させ、よ

り確実に血管新生、歯髄再生させる着想に至っ

た。 
 

２．研究の目的 

 現在、根未完成歯の歯髄を再生するにあたり、

抜髄後や感染根管治療後の根管内には根尖部

を穿孔して歯周組織から出血させて血餅を充

填させる方法がとられているが、根尖部の傷害

や術後疼痛などの問題を生じる可能性がある。

今回、根管内に確実に幹細胞を遊走させ、早期

に確実に血管新生、歯髄再生を誘導することを

目指して、幹細胞の根管内遊走を促進する蛋白

質を検索し、その蛋白質を根管内に応用して、

より早期に確実に歯髄再生に導く新しい歯内

治療法を開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 幹細胞を歯牙内部に遊走させ再生させるため

に、まず、in vitro において歯髄幹細胞の遊走

因子を同定する。次に、マウス皮下移植を行い in 

vivo における遊走効果を確認した後、最終的にイ

ヌを用いて自家移植を行い血管新生、歯髄再生

の促進作用を検討する。 

1) ブタ歯髄、大動脈、脂肪、骨髄、筋肉、脳

組織由来 CD34
+
;CD31

-
;CD146

-
SP 細胞から

Trizol ® 試薬を用いて total RNA を抽出す

る。ブタ GeneChip® (AFFYMETRIX) を用

いて、マイクロアレイ解析を行う。歯髄と

他の組織のデータをそれぞれ比較し、歯髄

に特異的に強く発現している差次的遺伝子

を見つける。 

2)  SCID マウスの下肢虚血部への移植による

血管機能の検索 

ブタ歯髄、大動脈、脂肪、骨髄、筋肉、脳

組織由来 CD34+;CD31-;CD146-SP 細胞を、

SCID マウス下肢虚血部に移植する。7 日後

にレーザードップラー血流量測定装置を用

いて血流の回復を測定。7 日後、凍結標本を

作製し、BS-lectin 染色により、新生血管密

度をコントロールの蛋白質を注入しないも

のと比較検討。  

3) 歯髄幹細胞遊走因子を用いた抜髄後の根管

内血管新生・歯髄再生 

(1) イヌの上顎前歯部抜髄後、根管を根尖

部#60 まで拡大 

(2) コラーゲンと G-CSF を根尖部に注入 

(3) ２週後標本を作製し、血管新生、歯髄

再生の促進作用を形態学的に観察 

 

４．研究成果 

ブタの歯髄組織よりフローサイトメーター

を用いて、歯髄幹細胞である CD31 陰性 SP 細

胞を分取し培養、増幅した（図 1）。 
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図１ブタ歯髄、骨髄、脂肪組織由来 CD31-; 

CD146-SP 細胞分取 

A-D:歯髄組織, E-H:骨髄組織, I-L:脂肪組織 

 

このCD31
-
;CD146

-
SP細胞の 3代目の細胞で



 

 

マイクロアレイ解析を行った（表 1）。その

結果、歯髄由来 CD31
-
;CD146

-
SP 細胞は他の組

織に比べて血管誘導を促進するサイトカイン

である G-CSF の発現が高かった。 

 
表 1 ブタ歯髄、大動脈、脂肪、骨髄組織由来

CD31-;CD146-SP細胞のマイクロアレイ解析 
PULP BM ARTERY ADIPOSE Public ID Gene Title Symbol

12340.6 P 55.7 P 481.5 P 118.9 P NM_213867.1 interleukin 8 IL8

11130.8 P 176.5 P 99.1 M 127.9 M CO956777 MRNA, clone:UTR010060F02, expressed in uterus ---

8225.4 P 120.5 P 141.5 P 287.5 P CO938608 Transcribed locus ---

6871.9 P 67.2 P 113.6 P 232.9 P BF709307 Transcribed locus ---

5414.8 P 82.3 A 26.7 A 40.6 A BP464147 MRNA, clone:UTR010060F02, expressed in uterus ---

5063.2 P 31.6 P 47.2 P 46.7 A AB044413.1 Matrix metallopeptidase 3 MMP3

3613.1 P 13.8 A 17.5 A 28.3 A AF069641.1 Matrix metallopeptidase 3 MMP3

2069.1 P 11.8 A 64 P 109.7 P M86730.1 interleukin 1, alpha IL1A

1716.5 P 17.7 A 20.4 A 69.3 A CO945178 procollagen, type VII, alpha 1] ---

1137.5 P 18.3 A 13.6 A 41.2 A CA778777 adipose specific 2 ---

1129.9 P 14.9 A 17.6 A 9.9 A CF175718 MRNA, clone:TCH010031B07, expressed in trachea ---

1075.2 P 96.5 P 14.4 A 35.8 A CO987368 --- ---

969.5 P 6.3 A 13 A 2 A CO942282 Transcribed locus ---

896.7 P 16.6 A 1.3 A 23.8 A NM_214048.1 arginase, liver ARG1

723.3 P 27.6 A 10.7 A 42.7 A CN032393 MRNA, clone:UTR010060F02, expressed in uterus ---

671.7 P 0.8 A 14.4 A 1.2 A CO992356 Transcribed locus ---

467.1 P 2.6 A 4.9 A 5.8 A BQ597527 Transcribed locus ---

390.5 P 3.7 A 24.6 A 4.9 A U61139.1 colony stimulating factor 2 CSF2

366.9 P 0.9 A 1.4 A 4.2 A CN163660 Transcribed locus ---

296.1 P 11.7 A 10.9 A 1.4 A AF069641.1 matrix metallopeptidase 3 MMP3  
 

 また歯髄組織と歯髄由来 CD31
-
;CD146

-
SP 細

胞 を Real time RT-PCR 解 析 を 行 う と

CD31
-
;CD146

-
SP 細胞は G-CSF を強く発現し

ていた（表 2）。 

 
表 2 ブタ歯髄由来 CD31-;CD146-SP 細胞の Real 

time RT-PCR 解析 

 
CD31-;CD146- SP/ 

pulp tissue 

G-CSF 26.9 

 

またこれらの細胞を下肢虚血マウスに移植し

て、in vivo における血管新生能の比較を行っ

た。ドップラー血流量測定を行うと、歯髄由

来 CD31
-
;CD146

-
SP 細胞を移植したマウスは

他の組織に比べて有意に血流の回復が見られ

た（図 2）。 

 

 

 

 
図 2 ドップラー血流量測定：骨髄、大動脈、脂肪、

歯髄CD31- SP細胞の下肢虚血マウスへの移

植 14日目 

 

また BS-1 lectin による免疫組織学的解析を行

うと、歯髄由来 CD31
-
;CD146

-
SP 細胞を移植し

たマウスは他の組織由来細胞に比べて有意に

血管の新生がみられた（図 3）。 

 

 

 

 

 
図 3 BS-1 lectin 免疫組織学的解析：骨髄、大動脈、

脂肪、歯髄 CD31- SP 細胞の下肢虚血マウス

への移植 14日目 

 

これらの結果より、G-CSF を強く発現する歯

髄由来 CD31
-
; CD146

-
SP 細胞は他の組織由来

の細胞と比べて細胞移植による血管新生能が

ある事が示唆された。 

次により臨床研究に近づくために、G-CSF

をイヌの抜髄後の歯にコラーゲンと共に移植

して実際に歯髄再生が可能であるかを検索し

た。G-CSFを移植した歯では歯髄組織の再生

がみられ、血管と神経組織が再生された（図4

）。 
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図 4 イヌ抜髄モデルにおける G-CSF による歯

髄再生：G-CSF を移植した歯には血管と神経

が再生している 

 

またコントロールのコラーゲンを移植した

のみの歯の再生歯髄量と比較するとG-CSFを

移植した歯のほうが再生量が多かった（図5）
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図5 イヌ抜髄モデルにおけるG-CSFによる歯髄

再生量の比較 

 



 

 

これより、G-CSFは歯髄を再生させるのに

有効であることが示された。 

G-CSFは好中球減少症や再生不良性貧血 

に伴う好中球減少症に用いられるが、再生治

療においても閉塞性動脈硬化症や慢性重症下

肢虚血の患者においても臨床研究が進められ

ている。今回の実験により、歯髄再生治療法

においてもG-CSFを応用することは有効であ

る可能性が示された。 
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