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研究成果の概要（和文）：　骨形成因子の一つであるGDF-5は軟骨・骨形成を促進することが報告されている。しかし
、歯の発生に関する知見は少なく、GDF-5の歯髄細胞への作用は不明である。そこで、歯髄幹細胞に対するGDF-5の影響
を、象牙芽細胞分化能と血管新生能に着目し検討した。
　歯髄幹細胞にGDF-5を添加し培養した群の、象牙芽細胞マーカーDSPPの遺伝子発現は、GDF-5非添加群に比較し有意な
上昇が認められた。また、VEGFの遺伝子発現も上昇した。DSPP、およびVEGFの遺伝子発現上昇を誘導したことから、本
分子は歯髄幹細胞を象牙芽細胞へ分化促進する作用を持ち、歯髄組織再生において有効な分子となる可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Growth/Differentiation Factor-5 (GDF-5) is a member of the bone morphogenetic 
protein and promotes formation of bones and cartilages. It has been reported that GDF-5 gene is expressed 
in oral region. However, the roles of GDF-5 in the differentiation of dental pulp cells are unknown. 
Thus, we investigated the effect of GDF-5 on the differentiation of dental pulp stem cell.
 GDF-5 promoted production of molecules characteristic for odontoblastic phenotype.And gene expression of 
VEGF increased in the presence of GDF-5. These findings suggested that GDF-5 promotes differentiation of 
dental pulp stem cell to odontblast.In addition, possibility to become the effective molecules in 
reproducing pulp tissue from dental pulp stem cell was suggested .

研究分野：小児歯科
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１．研究開始当初の背景 
歯は、う蝕や歯周病で喪失してしまうと、
人工物による修復を除いては、再生できない
組織の一つと考えられる。その中で歯髄組織
は、象牙質の形成に関与し、歯の生活状態を
保つ上で大変重要な役割を果たすが、固い象
牙質に包まれ、小さい根尖孔からのみ血管供
給を受けるという特徴ゆえに、炎症性変化に
対し脆弱で、容易に壊死に陥りやすい。また
日常の臨床では、炎症性あるいは壊死性の歯
髄は除去されることになるが、歯髄処置を受
けた歯は、脆く寿命が短いため、歯髄組織を
再生させる技術の開発が望まれている。 
日本小児歯科学会では、「乳歯を用いた再
生医療技術開発」をメインテーマとし、国民
に新たな歯科医療の提供を目指して活動を
進めている。つまり、ほとんどすべての大学
において、乳歯由来幹細胞の培養技術を確立
し、今後の再生歯科医学的な治療法への応用
に備えようというものである。本プロジェク
トが進行している中、組織の発生・再生には、
細胞に酸素と栄養を供給するという観点か
ら、素早い血管新生が重要である。そこで、
歯髄組織再生の為には、組織内での血管系構
築と、象牙質等の硬組織形成の作用を有する
分子が重要であると考えられる。 
 血管新生においては、血管内皮増殖因子
（ vascular endothelial growth 
factor;VEGF）が重要な役割を演じているこ
とが知られており、また TGF-βファミリー分
子である BMPs は、局所において新生骨を誘
導する因子として発見された。骨だけでなく、
軟骨や歯など硬組織の形成にも重要な役割
を持つことが知られ、再生医療での臨床応用
が期待されている。GDF-5 は、代表的な BMPs
の１つであり、軟骨・骨形成を促進すること
が報告されている。また、骨髄幹細胞に GDF-5
を作用させ、骨分化を誘導させる際に、VEGF
の遺伝子発現を上昇させることから、GDF-5
は骨形成のみならず、骨形成における血管新
生にも関わると考えられている。GDF-5 は口
腔領域にも発現が認められる。歯根の形成過
程においては、GDF-5 の遺伝子発現が歯根膜
やセメント質表面の細胞に認められること
から、歯根膜の成長に関与すると考えられて
いる。さらに、GDF-5 は歯髄組織にもその存
在が確認されている。しかしながら、歯の発
生に関するGDF-5の研究はほとんど行われて
おらず、さらに GDF-5 が歯髄細胞に対し、ど
のように作用しているかは未だ解明されて
いない。 

 

２．研究の目的 
血管新生と骨誘導の両作用を期待できる
GDF-5 に着目し（図）、本分子の歯髄幹細胞
に及ぼす影響を検討することを目的とした。
本研究課題では、マウス歯髄幹細胞株を用い
て、歯髄組織分化に対する GDF-5 の影響を検
討することにより、GDF-5 の歯胚形成におけ
る役割、特に歯髄細胞に及ぼす影響と象牙質
形成過程における分子機構を明確にするこ
とを目的とする。 
歯髄幹細胞については、通常の培養条件下
では歯髄細胞の 0.5-1.0%以下しか存在せず、
象牙芽細胞の分化誘導を生化学的に評価す
るには不十分であった。そこで、我々はマウ
ス歯髄幹細胞の細胞株化を試み、細胞全体を
大量調整する方法を考案した。ある特定の遺
伝子群を導入した後、ヘキスト色素の排出能
を利用した細胞ソーティング法により、歯髄
由来幹細胞を効率よく調整する方法を開発
し、世界で初めて歯髄幹細胞株の作成に成功
した（Arakaki et al. J Biol Chem revised.）。
この方法で樹立した歯髄幹細胞を用い、細胞
にGDF-5添加した際の象牙芽細胞分化につい
て、免疫組織学的、分子生物学的、生化学的
手法を用いて、その分子メカニズムを明らか
にする。 
  
３．研究の方法 
生後１週齢Std;ddyマウスの下顎第一臼歯
歯胚から得た幼若歯髄細胞を用いて，GDF-5
添加による幼若歯髄細胞の増殖をMTT法によ
り測定した。 
 半定量的RT-PCRを行い，歯髄細胞に，GDF-5
に対する受容体である BMPR-IB，BMPR-IA，
BMPR-II，ActR-II が発現しているか調べた。
さらに GDF-5 を添加し１週間培養した後，骨
芽細胞・象牙芽細胞系のマーカーとして考え
られる Alkaline phosphatase(ALP)，Bone 
morphogenetic protein-7(BMP-7)，
Osteonectin(OSN)，Osteopontin(OPN)，Bone 
sialoprotein(BSP)，Osteocalcin(OSC)，
Dentin sialophosphoprotein(DSPP) の遺伝
子発現の増減を調べ， GDF-5 を添加せずに培
養した群と比較した。 



 また，マウス歯髄由来幹細胞株を継代培養
し，セミコンフルエント到達後，recombinant 
mouse GDF-5 を 500ng/ml および 1μg/ml の濃
度で添加し，24時間および48時間培養した。
培養後、GDF-5 添加群および非添加群の細胞

から Total RNA を抽出し、半定量的 RT-PCR
を行い、BSP、ALP、DSPP の各遺伝子発現を測
定した。 
  
さらに、歯髄幹細胞に GDF-5 を 500ng/ml、
BMP-2 を 200ng/ml それぞれ添加し、48 時間
培養後、リアルタイム PCR 法を用いて DSPP、 
ALP、VEGF、Dentin matrix protein (DMP)、 
Nestin の遺伝子発現を調べた。 
 
 BMP と GDF-5 の相互作用を検討するため、歯
髄幹細胞に、GDF-5 のみ 10ng/ml、100ng/ml、
250ng/ml、500ng/ml 添加、また BMP-2 を
200ng/ml＋GDF-5をそれぞれの濃度添加し54
時間培養後、ALP 活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 幼若歯髄細胞に対する GDF-5 の影響 
 歯髄細胞には GDF-5 の受容体である
BMPR-IB、BMPR-IA、BMPR-II、ActR-II の遺伝
子が発現していることが確認された。  
 GDF-5 添加により歯髄細胞の細胞増殖は促
進されなかった。一方、ポジティブコントロ
ールである bFGF 添加群では添加 2 日後より
有意に増加していた。  
 また、 GDF-5 を添加し１週間培養した幼若
歯髄細胞では、ALP および DSPP の遺伝子発現
に有意な増加が認められた。OPN、BSP も同様
に、GDF-5 添加群と非添加群の間に有意な差
が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2) 歯髄幹細胞に対する GDF-5 の影響 
 歯髄細胞の中には、多分化能を有する歯髄
幹細胞の存在が知られていたが、通常、歯髄
細胞の 1%以下しか存在しないため、象牙芽細
胞分化誘導を生化学的に評価するには不十
分だった。今回、株化に成功した歯髄幹細胞
を用いることにより、この問題が解決できる。
歯髄幹細胞に GDF-5 を添加し、24 時間培養し
た群の DSPP の遺伝子発現は、GDF-5 非添加群
に比較し有意な上昇が認められた。また、BSP
の遺伝子発現は培養48時間後においてGDF-5
添加群で上昇し、ALP では、培養 24 時間後、
48時間後いずれにおいてもGDF-5添加による
遺伝子発現の有意な変化は見られなかった。 
幼若歯髄細胞と歯髄幹細胞を比較すると、
歯髄幹細胞のほうが GDF-5 により、DSPP の発
現誘導がより増強されていることが示され
た。 
この結果はリアルタイムPCRにおいても同
様であり、GDF-5 添加群においては非添加群
に比較しこれら象牙芽細胞分化マーカーの
遺伝子発現が上昇した。 
BMP-2 と比較すると、DSPP においては
GDF-5 の方が、DSPP の遺伝子発現を上昇させ
たが、ALP においては BMP-2 に比較するとそ
の作用は弱かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GDF-5 受容体の発現 GDF-5 の細胞増殖能への影響

骨芽細胞・象牙芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現 

骨芽細胞・象牙芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現 RT-PCR 

骨芽細胞・象牙芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現リアルタイム PCR 

骨芽細胞・象牙芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現 



また、歯髄幹細胞に GDF-5 を添加し 48 時
間培養した群の VEGF の遺伝子発現は非添加
群に比較し上昇していた。この作用は BMP-2
においても認められた。またGDF-5は、Nestin
の遺伝子発現も上昇させた。以上から、GDF-5
は歯髄における血管新生にも関わる可能性
があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GDF-5 と BMP-2 の相互作用を ALP 活性に関
して調べた結果、GDF-5 と BMP-2 をともに添
加し培養した方が、ALP 活性を上昇させる傾
向があった。 

 
 
以前より、歯髄細胞中に存在する幹細胞は
TGF-βファミリー分子により、象牙芽細胞へ
の分化が誘導されることが報告されてきた。
しかしながら、いずれも幹細胞以外の細胞集
団を含む細胞培養条件下での解析であり、こ
れら分子が直接幹細胞に作用しているのか、
あるいは歯髄中に存在する他の細胞を介し
た現象であるのか明らかではなかった。また、
TGF-βファミリー分子のなかでもGDF-5に関
する報告は皆無であった。以前、我々はラッ
トの幼若歯髄細胞において、GDF-5 で処理し
た群とcontrol群で比較すると、 ALP 、OPN、
BSP、DSPP の発現が上昇することを示し、
GDF-5 が骨芽細胞あるいは象牙芽細胞分化に
関与している可能性を報告した。 
 今回の、歯髄幹細胞を用いた実験において、
GDF-5 は、象牙芽細胞マーカーである DSPP 遺
伝子の発現上昇を誘導したことから、本分子
は歯髄幹細胞を象牙芽細胞へ直接分化促進
する作用を持つ可能性が示された。 
 DSPP 遺伝子発現の上昇は、500ng/ml 添加
群のほうが、1μg/ml 添加群より著しかった。 
TGF-βファミリー分子は、濃度により細胞の
分化誘導や増殖に対する影響が異なること
が知られており、今回のケースでは、 
500ng/ml 程度の添加濃度が細胞を分化の方
向に誘導するものと考えられた。また、時間
的な観点からは、 TGF-βファミリー分子の
効果は一過性であり、長期的に培養すると逆

に分化マーカーの発現を抑制してしまうも
のが多い。このような例は骨やエナメル芽細
胞の分化で確認されている。今回の結果にお
いて、48 時間培養群の DSPP 遺伝子発現が、
24 時間培養群に比べ低下していたことから、
GDF-5 を象牙芽細胞分化誘導に応用する際に
は、分化の初期にのみ作用させ、適切な時期
に除去する必要があるのかもしれない。今回
の結果より、GDF-5 が歯髄幹細胞を象牙芽細
胞に分化促進させる可能性を示したが、同様
に、間葉系の細胞に石灰化を誘導する因子と
して、BMP-2 がよく知られている。しかし、
以上に述べたことから、GDF-5 は初期分化に
限局して作用することから、BMP-2 よりも
TGF-β1 の作用に近い性質を有しているもの
と思われる。このことは 48 時間培養後のリ
アルタイム PCR の結果において、BMP-2 添加
群の方が GDF-5 添加群より ALPの遺伝子発現
が上昇していたことからも支持されるであ
ろう。多くの TGF-βファミリー分子は、骨基
質やALPの発現を早期に調節するものが多く、
DSPP のみを発現誘導するものはほとんどな
い。このことから、幹細胞を骨芽細胞でなく
象牙芽細胞に分化誘導させるためにGDF-5は
重要な役割を演じている可能性が認められ
た。また、GDF-5 は VEGF の遺伝子発現を受賞
させたことから、血管新生に関わることも示
され、歯髄組織再生を目指す上で有効な分子
とうることが示唆された。 
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