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研究成果の概要（和文）：歯髄組織再生においては、血管新生も重要な因子と考えられるが、これに関与するバイオマ
ーカーは多数あり、その関与の実態に関する詳細は不明である。そこで、ラット臼歯の歯髄腔内で血管新生関連バイオ
マーカーが歯髄再生に対して果たす役割を、免疫組織化学、分子生物学的手法を用いて検索したところ、血管内皮細胞
増殖因子や線維芽細胞増殖因子が、歯髄組織を速やかに再生するための重要な因子であることがわかった。主な研究成
果  第35回日本歯内療法学会ワカイ賞受賞。第140回日本歯科保存学会優秀ポスター賞受賞。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis is one of important factors to engineer dental pulp tissue. However, 
it is still unknown how biomarkers of angiogenesis participate in pulp tissue regeneration. Thus, the 
roles of the biomarkers were analyzed by using immunohisitochemcal and molecular biological methods. The 
results suggested that VEGF and FGF were important factors to promote the tissue engineering.

研究分野： 歯内療法学

キーワード： 歯髄再生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 血管新生は組織再生の速度を早めるため
に重要な因子と考えられており、歯髄の組織
再生においても同様な意義を有することが
想定される。血管新生に関与するバイオマー
カーは angiogenin、angiostatin、fibroblast 
growth factor 2 (FGF-2) 、  vascular 
endothelial growth factor (VEGF) 、 
CXCL1(GRO α ) 、  CXCR2 (interleukin 8 
receptor beta) 、 granulocyte macrophage 
colony-stimulating Factor (GMCSF)、B-cell 
lymphoma 2 protein (Bcl-2)、および Bcl-2
–associated X protein (Bax)など多数が知
られているが、歯髄におけるこれらの関与の
実態は不明である。 
 申請者は、これまでに血管新生について検
索を行い、血管内皮細胞の特定遺伝子
(Bcl-2)の発現量を変化させると、腫瘍細胞
の特定遺伝子(Bcl-2、 CXCL8、 CXCL1)の発
現量に影響が及ぶことを報告した。さらに、
血管内皮細胞の遺伝子発現量の変化は、細胞
の増殖能にも影響を与えた。具体的には、血
管内皮細胞の遺伝子発現を調整することで
腫瘍病変を縮小できることを報告した。また、
レーザーキャプチャーマイクロダイゼクシ
ョンを用いた免疫陽性細胞の遺伝子発現定
量法を独自に開発し、これを用いて、根尖性
歯周炎の拡大に血管内皮細胞のBcl-2遺伝子
が重要な影響を与えることを報告した。 
 そこで本研究においては、これまでに我々が
培った実験技法・培養法・組織再生手法を組み
合わせ、ラットの下顎第一臼歯の歯髄腔内で血
管新生関連バイオマーカーが歯髄再生に対して
果たす役割を、in vivo および in vitro の実
験系を通じ、免疫組織化学および分子生物学
的手法を用いて検索し、歯髄を速やかに再生
するために必要不可欠となる血管新生関連
バイオマーカーを検証する。 
 
２．研究の目的 
 歯髄組織再生においては、血管新生が再生
の速度を早めるために重要な因子と考えら
れるが、これに関与するバイオマーカーは多
数あり、その関与の実態に関する詳細は不明
である。本研究では、申請者がこれまでに培
った実験技法・培養法・組織再生手法を組み合
わせ、ラットの下顎第一臼歯の歯髄腔内で血管
新生関連バイオマーカーが歯髄再生に対して果
たす役割を、in vivoおよび in vitroの実験
系を通じ、免疫組織化学および分子生物学的
手法を用いて検索し、歯髄を速やかに再生す
るために重要となる血管新生関連バイオマ
ーカーを検証することを目的とした。 
 具体的には、 
 正常歯髄組織における各種血管新生関連
バイオマーカーの発現状況、および歯髄組織
の血管新生能を検索する。 
歯髄組織再生を起こすために必要となるバ
イオマーカーおよびその発現条件を、組織培
養法を用いて検索する。将来の臨床応用を目

指し、組織再生を生ずるために適した流動的
スキャホールド（ペプチドハイドロゲル）の
評価・導入を行う。 
 上述の実験結果を踏まえ、歯髄を速やかに
再生するために必要となる血管新生関連バ
イオマーカーを、動物実験を用いて検証する。 
 
3. 研究の方法 
実験１：正常ラット歯髄における血管新生関
連バイオマーカー発現の検索 
 雄性 Wistar ラット下顎第一臼歯歯髄を検索
対象とした。レーザーマイクロダイゼクショ
ンにより、CD31（血管内皮細胞マーカー）陽
性血管内皮細胞と CD31 陰性歯髄組織を別々
に採取し、トータル RNA、DNA、タンパクを抽
出する。血管新生関連バイオマーカーとして、
FGF-2、VEGF、 rat IL-8、 NF-kB、 Bcl-2、
および Ba などの関連遺伝子発現を、
real-time PCR、ELISA法、およびwestern blot
法を用いて定量的に検索した。また、免疫組
織化学染色による、これら血管新生関連バイ
オマーカーの歯髄正常組織における発現状
況の検索を行った。 
実験２：正常ラット歯髄の有する血管新生能
の検索（組織培養実験） 
 雄性Wistarラット下顎第一臼歯の正常歯髄
および露髄後髄腔内の組織を除去した根部
歯髄を検索対象とした。被験歯を下顎骨より
抜去後、培養液（さまざまな濃度の VEGF あ
るいは FGF-2 などを添加）中で、７日間培養
した。観察期間経過後の血管内皮細胞および
その周囲組織の形態学的変化および血管新
生関連バイオマーカーの発現を、実験１と同
様の手法で免疫組織化学的・分子生物学的に
検索し、各種血管新生関連バイオマーカーの
発現状況の変化を検索した。 
実験３：スキャホールドの選定（組織培養実
験） 
 実験３に先立ちハイドロゲルの選定を行
った。PuraMatrix™ と Matrigel®をラット臼
歯歯髄腔に注入し、培養７日後の組織に対し
て TUNEL 法を行い、ラット組織に適合性のよ
い材料として Matrigel®を選定した。 
 実験２と同様に根部歯髄を検索対象とし、
雄性 Wistar ラットを用い、全身麻酔下で培
養液により灌流固定を行い、スキャホールド
とラット血管内皮細胞を歯髄腔内に移植す
る。実験２で選定した濃度の VEGF および
FGF-2 添加 DMEM 培養液中において７日から
14 日間培養し、歯髄の再生状況を組織学的・
免疫組織学的・分子生物学的にreal-time PCR
を用いて比較した。 
 用いるスキャホールドを以下の3種に分け
検索を行った。 
・ poly-L-lactic acid スキャホールド 
・ 流動的スキャホールド Matrigel® 
・ poly-L-lactic acid スキャホールドと

Matrigel®を組み合わせた足場 
 本実験から、最も歯髄組織の再生効率のよ
く、正常歯髄組織と近似した組織を再生でき



たスキャホールド（poly-L-lactic acid スキ
ャホールドと Matrigel®を組み合わせた足
場） 
を選択し、以降の組織培養実験および動物実
験において用いた 
実験４：歯髄組織再生に関与する血管新生関
連バイオマーカーの検索（組織培養実験） 
 雄性 Wistarラットの下顎大臼歯部を顎骨ご
と摘出し再生実験に用いる。そして実験３で
最も歯髄の再生効率が優れていたスキャホ
ールドを使用し、以下の 3群に分け検索を行
った。 
・ スキャホールドとラット血管内皮細胞

移植群（第一臼歯を露髄し、歯髄腔内の
歯髄を除去した後、スキャホールドとラ
ット血管内皮細胞を歯髄腔内に移植す
るグループ） 

・ スキャホールド移植群（第一臼歯を露髄
し、歯髄腔内の歯髄を除去した後、スキ
ャホールドのみを歯髄腔内に移植する
グループ） 

・ コントロール群 （露髄を行わない正常
歯髄のグループ）。 

 上記の３グループの試料を、それぞれ以下
の５種の培養液中で、 ７日間、組織培養し
たる。 
培養液： 
・ DMEM 培養液(VEGF, FGF-2 添加) （血管

新生因子のみを添加した培養液） 
・ Nuclear factor-kappa B (NFkB)デコイ

および DMEM 培養液(VEGF,FGF-2 添加)
（血管新生に関する遺伝子をブロック
する因子を添加した培養液） 

・ FGF-2 中和抗体および DMEM 培養液
(VEGF,FGF-2 添加)（血管新生に関する
抗原をブロックする抗体を添加した培
養液）NFkB デコイ、FGF-2 中和抗体、お
よび DMEM 培養液(VEGF,FGF-2 添加) 

・ DMEM 培養液 （コントロール） 
 免疫組織化学的解析。実験４において作成
した試料から、CD31、VEGFR2、Bcl-2 抗体を
用い、免疫組織化学的染色し、各種抗体の陽
性反応に対する定量分析を顕微鏡下で行っ
た。 
 摘出組織における血管新生関連バイオマ
ーカー関連遺伝子(mRNA)、DNA、タンパク発
現を、real-time PCR を用いて定量的に検索
した。 
実験５：実験４(in vitro)の血管新生関連バ
イオマーカー発現の動物実験(in vivo)によ
る評価 
 雄性 Wistar ラットを用い、顕微鏡下にお
いて下顎第一臼歯の咬合面を切削し露髄さ
せ、冠部歯髄を除去する。血管内皮細胞を実
験４で用いたスキャホールドとともに歯髄
除去部分に移植し、コンポジットレジンを用
いて露髄部分を封鎖する。7日経過後に、臼
歯を顎骨ごと摘出し、再生した組織を組織学
的・免疫組織学的に検索し、さらに分子生物
学的解析を行った。  

 上記の定量的実験結果を統合し、 in vivo
においてこれらの血管新生関連バイオマー
カーがどのように関与しているかを検索し、
将来の臨床応用に際してのデータとする。 
 
４．研究成果 
 血管内皮細胞と間葉系幹細胞を混合し、ラ
ット臼歯歯髄組織に移植すると、間葉系幹細
胞のみを移植した実験群と比較して、より速
やかに歯髄組織が再生されることがわかっ
た。さらに、VEGF や FGF を添加し、血管内皮
細胞と間葉系幹細胞とともに、ラット臼歯歯
髄組織に移植すると、再生歯髄組織内に明白
な血管網が形成されることがわかった。以上
の結果より、血管内皮細胞増殖因子や線維芽
細胞増殖因子が、歯髄組織を速やかに再生す
るための重要な因子であることが示唆され
た。 
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