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研究成果の概要（和文）：歯髄保存療法あるいは再生歯内療法応用後の創傷治癒・再生過程における間葉系幹細
胞とマクロファージの動態について観察するとともに、覆髄材の生体機能性が創傷治癒に及ぼす影響について検
討した。臼歯歯根膜に存在するGli1陽性細胞は線維芽細胞様コロニー（CFU-F）形成能、多分化能を示すととも
に硬組織形成を誘導することから幹細胞特性を持つことが明らかにされた。またアスコルビン酸欠乏あるいは高
血糖状態のラットにおいては、断髄後にマクロファージの集積が持続し被蓋硬組織形成の遅延が観察された。さ
らにバイオセラミクス配合材料の生体内アパタイト形成能が歯髄・歯周組織の創傷治癒に関連することが明らか
にされた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the mechanism of wound healing and
 regeneration after vital pulp therapy and regenerative endodontic therapy. We observed the changes 
in the distribution of mesenchymal stem cells and macrophages, and investigated the effect of the 
bioactivity of pulp capping materials on wound healing. Gli1-positive cells in the molar periodontal
 ligament were found to have stem cell properties, as they exhibited high colony-forming unit 
fibroblast (CFU-F) activity and multipotency and induced hard tissue formation. In rats with 
ascorbic acid deficiency or hyperglycemia, macrophage accumulation continued after pulpotomy, and 
hard tissue formation was delayed. We also found that the in vivo apatite formation ability of 
bioceramic-containing materials is related to wound healing in the dental pulp and apical 
periodontal tissues.

研究分野：歯科保存学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会を迎え、健康長寿社会の実現のために口腔機能の維持、特に歯の保存と咬合機能の維持が益々重要と
なっている。歯の保存のために歯髄の保護・保存が重要と考えられており、さらに失われた歯髄を再生させる試
みもなされている。本研究は歯髄の創傷治癒・再生過程において中心的役割を果たす間葉系幹細胞ならびにマク
ロファージの動態について検索するとともに、臨床応用する上で重要な覆髄材料の生体機能性について検討した
もので、効果的な歯髄保存療法あるいは再生歯内療法の開発へ繋がるものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
超高齢社会を迎え、健康長寿社会の実現のために口腔機能の維持、特に歯の保存と咬合機能の
維持が益々重要となっている。歯の保存のために歯髄の保護・保存が重要と考えられており、歯
の外傷や深在性齲蝕で露髄した場合も、適切な歯髄保存療法（vital pulp therapy: VPT）の応用
により歯髄の保存が可能であるが、より迅速かつ確実な処置法の開発が望まれている。さらに近
年、再生歯内療法（regenerative endodontic procedure: REP）が注目されており、特に若年者
の歯髄壊死・根尖性歯周炎を伴った根未完成歯に対する治療法として、無菌化した根管内を血餅
で満たし血管再生と硬組織形成を誘導させるリバスクラリゼーション（revascularization）が臨
床応用されている。しかし、根管内に形成される硬組織はセメント質あるいは骨様組織であり、
理想的な「象牙質・歯髄複合体の再生」には至っていない。また、より迅速かつ確実な処置法の
開発が望まれている。 
歯髄の創傷治癒・再生過程において、歯髄組織に存在する幹細胞が様々な刺激に反応して分裂
後、前駆細胞となり増殖・遊走し、新生象牙芽細胞へと分化すると考えられている。また、リバ
スクラリゼーション後の硬組織形成には、根尖部の歯乳頭や残存歯髄組織および歯周組織に存
在する幹細胞の他、骨髄由来細胞も関与していると考えられるが、このような幹細胞/前駆細胞
の動態と硬組織形成細胞への分化誘導機構は未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、より効果的な歯髄保存療法および再生歯内療法の開発を目的として、歯髄保存療法
や再生歯内療法応用後の創傷治癒・再生過程に中心的役割を果たしていると考えられている間
葉系幹細胞（MSCs）ならびにマクロファージの動態と細胞分化・硬組織形成機構について検索
するとともに、覆髄材・根管充填材として注目されているバイオセラミックス配合材料の歯髄・
歯周組織の創傷治癒に与える影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 転写因子 Gli1発現細胞の動態と幹細胞特性の評価 

4 週および 8 週齢の Gli1-CreERT2/ROSA26-loxP-stop-loxP-tdTomato (iGli1/Tomato) マウ
スにタモキシフェン（TM）を投与し、3, 14, 28 日後に Gli1/Tomato 陽性細胞の局在を観察し
た。 
また、8週齢 iGli1/Tomatoマウスに 2日間 TM投与後、上顎第一臼歯を抜去、歯根膜細胞を
分取・培養し、CFU-F（colony forming units-fibroblast）活性ならびに骨芽細胞、軟骨細胞、
および脂肪細胞への分化能について検討した。 
さらに、8週齢 iGli1/Tomatoマウスに TM投与後、上顎第一臼歯を抜去し、野生型マウスの
腹部皮下に移植した。術後 5日および 28日目に周囲組織ごと摘出し、Gli1/Tomato陽性細胞の
局在と硬組織形成を観察した。 
 
(2) アスコルビン酸欠乏および高血糖が直接覆髄・断髄後の創傷治癒に及ぼす影響 

8週齢の遺伝性アスコルビン酸（AA）生合成不能ラット（ODSラット）の上顎第一臼歯にケ
イ酸カルシウムセメント（MTA）を用いた断髄処置を施し、1〜14日後に固定、歯髄創傷治癒と
硬組織形成について正常ラットと比較した。 
また、Streptozotocin（STZ; 60 mg/kg）投与により作製した 8週齢糖尿病モデルラットの上
顎第一臼歯にMTA断髄を施し、同様にして 7日後の創傷治癒を観察した。 

 
(3) 再生歯内療法後の間葉系幹細胞の局在解析 
歯根未完成から成長終了後に応じた 5 週齢, 8 週齢および 11 週齢ラットの下顎第一臼歯に対
して、以前の研究（Edanami et al., Sci Rep, 2020）に従って再生歯内療法処置（REP）を施し
た。すなわち、近心根の根尖孔から 0.8mm上部の歯髄を除去後、根管内を血餅で満たし、MTA
を塗布、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、根管内に形成
された新生硬組織の形態ならびに各種MSCマーカーの局在について、組織学的および免疫蛍光
染色法で観察した。 
 
(4) バイオセラミックス配合覆髄材・根管充填材の生体機能性と硬組織誘導能 
 各種バイオセラミックス配合覆髄材・根管充填材を擬似体液中に浸漬し、材料表面を電子線マ
イクロアナライザーあるいは顕微ラマン分光光度計を用いて観察した。また、生体内アパタイト
形成能を評価する目的で、被験材を 4週齢ラットの背部皮下組織に移植、28日後に摘出し、同
様にして Ca-Pの分布を観察した。 
覆髄材の材型による歯髄反応と硬組織誘導能について、光硬化型レジン系MTA含有セメント
と従来型のMTAセメントを用いた断髄法により比較した。8週齢ラット上顎第一臼歯に断髄処
置を施し、1〜28 日後に被蓋硬組織形成について マイクロ CT を用いて観察するとともに、



CD68陽性マクロファージの局在について免疫組織化学的に解析した。 
また、バイオセラミックス配合材の根尖部創傷治癒に及ぼす影響について、8週齢ラット上顎
第一臼歯近心根を拡大後、各種バイオセラミック系シーラーにて填塞し、4週後、根尖孔外に溢
出したシーラー周囲の炎症反応を組織学的に観察した。また一部の試料について、電子線マイク
ロアナライザーあるいは顕微ラマン分光光度計により Ca-Pの分析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 転写因子 Gli1発現細胞の動態と幹細胞特性の評価 
遺伝子改変（iGli1/Tomato）マウスにおいて、Gli1陽性細胞は歯根膜および歯髄の血管周囲に
散在性に認められた。4 週齢マウスでは経時的に陽性細胞が増殖して観察され、28 日目には歯
根膜だけでなく骨、セメント質表面にも局在していた。一方、8週齢マウスではこれらの細胞が
静止状態であることが示された。 
また、8 週齢マウス臼歯歯根膜から分取された Gli1 陽性細胞は高い CFU-F 活性を示すとと
もに、骨芽細胞、軟骨細胞および脂肪細胞への分化能を示すことから、これらの細胞が幹細胞特
性を持つことが明らかにされた。 
さらに 8週齢 iGli1/Tomatoマウス臼歯を抜去し、野生型マウスの皮下に移植すると分岐部に
骨組織の再生が観察され、骨芽細胞および骨細胞に Gli1 陽性反応が検出されることから、歯根
膜に局在する Gli1陽性細胞がMSCsとして歯槽骨の再生に関与することが示された。 
以上の結果から、再生歯内療法応用後の根管内および根尖部の治癒過程、特に硬組織形成にお
ける Gli1陽性細胞の関与が示唆された。 
 
(2) アスコルビン酸欠乏および高血糖が直接覆髄・断髄後の創傷治癒に及ぼす影響 
遺伝性アスコルビン酸（AA）生合成不能ラット（ODSラット）においては、正常ラットに比
較して直接覆髄後の被蓋硬組織形成が遅延し、覆髄部に厚い Osteopontin陽性層と、CD68およ
び CD206陽性マクロファージの集積が観察された。これらの結果から、AAが歯髄創傷治癒過
程における象牙芽細胞様細胞分化と抗炎症反応に関与している可能性が示唆された。 
また、実験的糖尿病ラットモデルを用いてMTA断髄 7日後の創傷治癒を観察した結果、糖尿
病ラットでは正常ラットに比較して CD68 陽性マクロファージの増加が認められ、特に CD68/ 
iNOS二重陽性を示すM1マクロファージの優位な状態が持続していた。また、象牙芽細胞様細
胞の分化および修復象牙質形成の遅延が観察されることから、M2マクロファージが組織修復ば
かりでなく、象牙芽細胞様細胞の分化と修復象牙質形成に重要な役割を果たしていることが示
唆された。 

 
(3) 再生歯内療法後の間葉系幹細胞の局在解析 
歯根の成長段階における REP処置後の治癒形態と関連MSCsの相違について、ラット臼歯に

REP処置を施し、根尖部および根管内新生組織の形態およびMSCs の局在を比較検討した。歯
根の成長に伴い治癒形態および硬組織形成量に相違が観察された。すなわち、週齢の増加に伴い
象牙質様硬組織・歯髄様組織の治癒形態を示す頻度および硬組織形成量が減少した。根管内新生
軟組織においてα-SMAおよび CD73陽性細胞が減少したが、根尖部で CD90および CD146陽
性細胞が増加して観察され、各種MSCsの供給源に差異があることが示唆された。 
 
(4) バイオセラミックス配合覆髄材・根管充填材の生体機能性と硬組織誘導能 
各種バイオセラミックス配合覆髄材・根管充填材の in vitroにおけるアパタイト析出能を検討
した結果、すべての被験材料は疑似体液中でその表面に Ca-Pを含むアパタイト様構造物を析出
させた。一方、各種被験材料の生体内（in vivo）アパタイト形成能についてラット皮下移植によ
る評価を行った結果、一部材料には結合組織との境界部に骨様アパタイト形成が認められない
ことが明らかになり、覆髄材の生体内アパタイト形成能と修復象牙質形成との関連性が示唆さ
れた。 
また、光硬化型レジン系MTA含有セメントは断髄後、CD68陽性マクロファージを含む炎症
性細胞の持続的な浸潤と修復象牙質形成の遅延が観察された。本材は皮下移植による生体内ア
パタイト形成能も従来型のMTAセメントと比較して有意に低いことが示され、材料選択の重要
性が示唆された。 
ラット臼歯抜髄後に根尖孔外に溢出させたバイオセラミック系シーラーの根尖部創傷治癒に
及ぼす影響について検討した。その結果、いずれも根尖部歯周組織に著明な炎症反応を惹起せず、
また一部材料では組織中にアパタイトを形成することが示され、これら材料の有用性が示唆さ
れた。 
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