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研究成果の概要（和文）：歯根成長過程ごとに再生歯内療法(Regenerative Endodontic Procedure: REP)モデル
ラットを作製し, 間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cell: MSC)と治癒に関与するM2マクロファージ(Mφ)の局在
変化をもとに, 治癒初期には数種のMSCが関与することを解明した.さらに、上記の効果修飾因子である、スフィ
ンゴシン1リン酸(S1P)のR1シグナルが基質の石灰化すなわち象牙質の形成に関与することを解明し、歯根の成長
に伴い特定のMSC数が根尖部で徐々に減少し、REP後に治癒遅延と再生歯髄組織の減少を生じさせ、治癒形態に影
響を与えることを究明した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a rat model of Regenerative Endodontic Procedure (REP) for
 each root growth process and elucidated the involvement of several MSCs in the early stage of 
healing based on the localization of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) and M2 macrophages (Mφ), which 
are involved in healing. MSCs are involved in the early stages of healing. The R1 signal of 
sphingosine 1-phosphate (S1P), an effect modifier of the above, is involved in the calcification of 
the matrix, i.e., dentin formation, and the number of specific MSCs gradually decreases at the root 
apex with root growth, causing delayed healing and reduced regenerated pulp tissue after REP, which 
affects healing morphology. This is the first time that the number of MSCs in the root apex has been
 investigated.

研究分野：歯科保存学

キーワード： 歯髄復元　動物モデル　SCAP　S1P　再生歯内療法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、成熟永久歯の再生歯内療法を成功裡に導く為の科学的根拠となるため、同療法を臨床導入する機
運が加速する意味では、医学的価値が高い成果である。また、本研究は、日本で年間500万件以上実施されてい
るにも拘らず、根尖病変発症率が50％以上である現行の根管治療を補完し、歯を不死化する再生療法の確立が最
終ゴールであるため、学術的にも社会的にも意義深い成果である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 根管治療歯は生活歯に比べて脆弱であり、歯の喪失のリスクが高いため(Wan-Chuen Liao et 

al. 2022), 歯の構造を強化することが可能な再生歯内療法 (Regenerative Endodontic 

Procedure: REP)が注視されている。しかし、血餅を用いたREP後の治癒形態は, 多くの場合、

歯髄様組織ではなく歯根膜様組織であることが知られている。我々は既に、5 週齢ラット(根未

完成歯)では治癒形態が歯髄様組織になる REP 条件を見出した(Edanami N et al. Sci Reps, 

2020)。他方で、REP は根尖部に存在する歯乳頭由来幹細胞 (Stem Cells of the Apical 

Papilla: SCAP) を根管に導 き、血餅を足場とした細胞の賦活化により骨様硬組織形成を期

待するものである。他方で、REP における SCAP の象牙芽細胞分化メカニズムは明らかとなっ

ていない。他方で、生体内に存在し、シグナル分子として働く脂質メディエーターであるスフィ

ンゴシン-1-リン酸 (S1P)は、S1P 受容体 (S1PR1-5)を介して生理機能作用を発揮する。再生

歯内療法における SCAP の象牙芽細胞分化メカニズムや、S1PR1 シグナルが SCAP の象牙

芽細胞分化、象牙質形成へ及ぼす影響については不明である。 

 
２．研究の目的 
  REP の実施後、治癒に向かう際の詳細な分子細胞メカニズムや歯根形成段階による治

癒形態に差があるか否かについては不明なままである。根未完成歯の根尖部には特異的な

間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cell: MSC)の存在が確認されており、MSC の有無を左右

する根尖部の発達状況の違いが REP 後の治癒期間と治癒形態に大きく影響すると仮説を立

てた。よって、本研究では、3 つの歯根成長期(中期、後期、完成期)に着目し、REP 後の治癒

形態のパターンおよび新生硬組織(dentin-associated mineralized tissue: DAMT)量の比較を行

った。また、治癒に重要な役割を演じるMSCとM2マクロファージ(Mφ)に着目し、REP前の根

尖部と REP後の根管内新生軟組織における免疫組織学的局在の比較を行った結果、2つの

問いが生まれた。①根未完成歯では REP 後, 根尖部で MSC 数が根完成歯と比較して早

期に増加し、消炎期間が短縮するのではないか？ ②根未完成歯と根完成歯では REP後

に展開される MSC の種類に相違があるのではないか？ 根管内の血餅が軟組織に置換

されるのは REP7日後であるという報告があり(Komada et al. 2022)、組織修復のための

MSCが血餅内に誘導されていることが推察される.そこで、 REP7日後に着目し、根尖

部と根管内新生軟組織における MSC の局在の比べることで, 治癒メカニズムの一端が

解明できるという仮説を立て実験した。 

他方で、幼弱永久歯と成熟永久歯では①根尖付近の SCAP に大きな相違があるか。②血流

以外に影響をおよぼす因子は存在するか。という問いに答えるため、 以下の 3 項目を目的と

した。目的 1）申請者が開発した根管治療モデル上で、種々の週齢のラットを検索し、同部の

再生の起源である局所の SCAP の挙動とその再生 能を検索する。目的 2) 上記１)項の効果

修飾因子である、S1PR1 シグナルが SCAP の象牙芽細胞分化、象牙質形成に関与するが歯

髄復元に及ぼす影響を検討する。REP 治癒初期には数種の MSCが関与することが明らかと

なった.S1PR1シグナルは SCAPの象牙芽細胞分化に加えて、象牙質シアロリンタンパク  

(dentin sialophosphoprotein: DSPP)遺伝子発現促進により、基質の石灰化すなわち象牙質

の形成に関与することを示唆した。 
 
 



３．研究の方法 
(1) 歯髄再生療法モデルラットを用いた歯根成長段階による治癒形態の比較解析 
  本研究は新潟大学動物実験倫理委員会の承認後実施した（承認番号 SA01156）。歯根形

成中期、後期、完成期に該当する 5週齢、8週齢および 11週齢のWistar系ラットの下顎左側

第一臼歯に対して、以前の研究(Edanami et al. 2020)に従って REP処置を施した。すなわち、

近心部を露髄し、近心根の根尖孔から 0.8mm 上部までの歯髄を除去後、根管内を血餅で満

たし、MTA を塗布し、フロアブルコンポジットレジンで充填した。28 日後に下顎骨ごと摘出し、

4 週間脱灰後、パラフィン切片を作成し、H-E 染色、dentin sialoprotein、Nestin および 

Periostin の免疫組織学的解析による根管内の治癒形態および DAMT 量の評価、MSC マー

カーである alpha-smooth muscle actin (α-SMA)、CD73、CD90および CD146を免疫組織学的

に解析し、MSC の局在解析、さらに CD68 と CD206 とを免疫蛍光二重染色して M2Mφ の局

在解析を行った。 
 
(2) 再生歯内療法後の治癒初期における各種間葉系幹細胞マーカー陽性細胞の局在性 

  本研究は新潟大学動物実験倫理委員会の承認後実施した(承認番号 SA01156)。歯根未

完成から成長終了に応じて 5, 8ならびに 11週齢の雄性Wistar系ラットの下顎左側第一臼歯

に対し、以前の研究(Edanami N 同上)に従って REP 処置を施した。すなわち、近心部を露髄

し, 近心根の根尖孔から 0.8mm 上部までの歯髄を除去後, 根管内を血餅で満たし、MTA を

貼付し、フロアブルコンポジットレジンで封鎖した。7日後に下顎骨ごと摘出し、4週間脱灰後、

パラフィン切片を作製し、MSCマーカーである α-Smooth Muscle Actin (α-SMA), CD73, CD90

ならびに CD146 の特異的抗体を用いた免疫蛍光染色後に顕鏡し、MSC マーカー陽性細胞

の局在解析を行った。統計解析は Kruskal-Wallis検定を行い、p＜0.01 あるいは 0.05で有意

差を判定した。 

 

(3) S1PR1 受容体を介したマウス歯乳頭由来幹細胞の象牙芽細胞分化と石灰化 

  実験にはマウス不死化歯乳頭由来幹細胞株（iSCAP: Abm, Canada）を使用した。細胞

に S1P (Sigma-Aldrich, USA)または骨/象牙質様硬組織誘導因子として報告のある BMP-9 

(R&D systems, USA）を作用させ、その後石灰化培地または脂肪細胞分化培地下で培養

した。S1PR1阻害剤W146 (Cayman Chemical, USA)を用いて S1PR1の阻害を行い、S1P、

BMP-9 が象牙質関連遺伝子の mRNA、分泌タンパク質発現および石灰化、脂肪滴形成

に及ぼす影響について検討した。mRNA発現は Real-time RT-PCR法、分泌タンパク質発

現は ELISA法、石灰化はアリザリンレッド S染色、脂肪滴形成はオイルレッド O染色

を用いて検討した。 

 

 
４．研究成果 
(1) 歯髄再生療法モデルラットを用いた歯根成長段階による治癒形態の比較解析 
  未処置の近心根における根管内歯髄および根尖部では、α-SMA および CD73 は歯根の

発達とともに根尖部での陽性反応が著明に減少した一方で、CD90 および CD146 では変化

は認められなかった。各週齢におけるMSCの局在性については、図 1に示した。 

REP 処置後 28 日目において、週齢の増加に伴い DAMT・歯髄様組織の治癒形態を示す頻

度が減少し、DAMT形成量の減少を認めた。α-SMAの免疫組織学的解析では、週齢の増加

に伴い根尖部の陽性領域が減少する一方で、根管内の新生軟組織において MSC の細胞形



態を有する α-SMA 陽性細胞が増加した。また、根尖部および根管内新生軟組織において

MSC の細胞形態を有する CD73、

CD90および CD146の陽性細胞が

著明に増加した。さらに、週齢の増

加に伴い CD68 と CD206の二重陽

性細胞が根尖部および根管内新

生軟組織でも著明に増加した。 

未処置歯に関して、週齢の増加に

伴い根尖部での MSC の細胞形態

を有する一部の MSC マーカー陽

性細胞が減少していることから、歯

根の完成とともに特定の MSC 数が

徐々に減少していく可能性がある。

このような変化は REP 後の治癒形

態に影響を与える可能性を示した。 
 
(2) 再生歯内療法後の治癒初期における各種間葉系幹細胞マーカー陽性細胞の局在性 
  REP 後 7 日目の近心根において、週齢が増すに従い①α-SMA 陽性細胞は、根尖部と根

管内新生軟組織において減少し、②CD73 陽性細胞は、根管内で減少するが根尖部では変

化せず、③CD90 陽性細胞は根尖部で増加したが根管内では変化は無く、④CD146 陽性細

胞も同様に、根尖部で増加し根管内では変化を認めなかった（図２）。 

歯根の成長に伴い、REP後の根管内新生軟組織において α-SMA と CD73陽性細胞が減少

したことから、根管内あるいは根尖部軟組織からの α-SMA陽性あるいは CD73陽性 MSC の

供給が、歯根の成長に伴い低下したと考察される。他方で、CD90 と CD146 陽性細胞の増加

を根尖部で認めた（図２）。  

 

(3) S1PR1 受容体を介した

マウス歯乳頭由来幹細胞

の象牙芽細胞分化と石灰

化 

  iSCAP細胞において、

S1P、BMP-9 の添加によ

り、象牙芽細胞分化マー

カー遺伝子 DSPP、Dentin 

matrix protein 1 (DMP1), 

Matrix extracellular 

phosphoglycoprotein 

(MEPE) のmRNA発現は

増加した。S1PR1 阻害剤

による前処理を行うと、S1Pによる DSPP、DMP1の mRNA発現増加は抑制され、MEPE

は抑制傾向を認めた。一方、BMP-9による DSPP、DMP1、MEPEの mRNA発現増加は、

S1PR1阻害による影響を受けなかった。また、DSPPタンパク質の分泌は、S1P、BMP-



9の添加により増加した。S1PR1阻害を行うと、S1Pによる DSPPタンパク質分泌増加

は抑制されたが、BMP-9による DSPPタンパク質分泌増加の影響はなかった。MEPEタ

ンパク質分泌はそれ自体が少量で、S1PおよびBMP-9添加による影響を認めなかった。 

S1P、BMP-9の添加により石灰化促進作用を認めた。S1PR1阻害を行うと、S1Pによ

る石灰化促進作用は有意に抑制されたが、BMP-9 による石灰化促進作用は影響を受け

なかった。一方、脂肪細胞分化培地下では、S1Pの添加により脂肪滴形成抑制作用を認

めたが、BMP-9 の添加は脂肪滴形成に影響を及ぼさなかった。また、S1PR1 阻害によ

り、S1Pの脂肪滴形成抑制作用は緩和され、一部脂肪滴の形成が観察された。一方、S1PR1

阻害は BMP-9の脂肪滴形成に影響を及ぼさなかった。 
・考察 
歯根の完成に伴い残存歯髄に存在する MSC 数が減少し、その結果、治癒遅延と DAMT

形成の減少が生じたと考えられる。治癒に寄与するMSCは数種類存在しており、歯根の成長

段階によってその供給経路や供給される MSC の種類が異なる可能性が示された。本研究結

果から、S1PR1 受容体を介した iSCAP 細胞の象牙芽細胞分化促進作用が示唆された。

象牙質は、象牙芽細胞から合成・分泌された有機性基質が石灰化することにより形成さ

れるが、基質を構成する非コラーゲン性タンパク質のうち最も多いのが DSPP である。

今回、S1PR1受容体を介した DSPP mRNA発現増加、DSPPタンパク質分泌増加を見出

したことから、S1PR1シグナルは SCAPの象牙芽細胞分化に加えて、DSPP遺伝子発現

促進により、基質の石灰化すなわち象牙質の形成に関与する可能性も考えられた。一方、

BMP-9 シグナルによる象牙芽細胞分化、石灰化促進は、S1PR1 シグナルとは異なる経

路により制御されている可能性が考えられた。また、iSCAP細胞の脂肪細胞への分化に

ついては、S1PR1シグナルを介した脂肪細胞分化抑制作用の存在が示唆されたが、BMP-

9シグナルは関与しないと考えられた。 
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