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研究成果の概要（和文）：コロニーアイソレーション法にてヒト歯髄組織より分離した歯髄幹細胞は、間葉系幹
細胞マーカーを高く発現しているとともに多分化能も具備していることから、再生療法への応用が可能な品質が
担保されていた。また、分離した歯髄幹細胞をスフェロイド三次元培養した結果、インテグリンシグナルが活性
化し、硬組織形成細胞への分化が誘導された。一方、コラーゲン内にて三次元培養した結果、硬組織形成細胞へ
の分化が抑制された。インテグリンをはじめとするシグナルを制御するとともに、スキャフォールドとしてコラ
ーゲンを使用することで、歯髄組織全体の再生を誘導できる可能性が示唆された

研究成果の概要（英文）：The dental pulp stem cells (DPSCs) isolated from human dental pulp tissue 
using colony isolation method expressed typical mesenchymal stem cell markers, and they possessed 
potential to differentiate into various tissues/cells, indicating that DPSCs isolated by colony 
isolation method may be a good source for regenerative medicine. 3-D spheroid culture of isolated 
DPSCs stimulated the integrin signaling, which further induced differentiation to hard tissue 
forming cells. On the other hand, 3-D collagen culture prohibited their differentiation to hard 
tissue forming cells. Control of the cellular signaling network including integrin signaling and 
application of appropriate scaffold may pave the way for a new approach of whole pulp tissue 
regeneration.

研究分野： 歯内療法学

キーワード： dental pulp stem cells　stem cell isolation　3-D culture　spheroid　integrin signaling　diffe
rentiation　collagen scafold　dental pulp regeneration
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会を迎えるにあたって、“健康に噛
める”ことの重要性は近年ますます高まって
いる。補綴技術の進歩とインプラントの隆盛
には目を見張るものがあるが、自分の歯で咀
嚼できることが最も望ましいのは明らかで
ある。現在、歯の喪失の大きな要因となって
いるのは、歯周疾患、う蝕そして歯の破折で
ある。う蝕に対して歯髄は痛みという警鐘を
鳴らすとともに修復象牙質を形成して細菌
侵襲にたいするバリアを築く。しかし、歯髄
が失活してしまう、あるいは歯髄を失った無
髄歯においては、そのシステムが働かないた
め、う蝕はどこまでも進行し、歯の喪失をも
たらす。また歯の破折は、外傷により惹起さ
れるものを除いて失活歯に多く認められる。
失活歯の物性の劣化および支台の築造が主
な原因である。すなわち、歯髄を失うことは、
歯の喪失の大きな要因であり、歯髄をいかに
再生させるかは今後の歯科医療において大
きな課題であるといえよう。 
 歯髄組織に存在する幹細胞の存在は 10 年
ほど前に報告され、その後多数の研究者によ
り検証されている（Kawashima N., Arch Oral 
Biol. 2012;57(11):1439-58）。未分化間葉系幹
細胞である歯髄幹細胞は、神経、血管、脂肪
といった組織・細胞に分化する能力を有して
いるが、特に硬組織形成細胞に分化する能力
が高い。硬組織分化能が高いという特性を利
用して、歯髄における象牙質（デンティンブ
リッジ）再生あるいは骨欠損部における骨組
織再生が最も臨床的展開として期待されて
いる。しかし歯髄幹細胞の象牙芽細胞あるい
は骨芽細胞への分化メカニズムの詳細は不
明であり、今後の研究が待たれている。とこ
ろで、歯髄幹細胞のソースであるが、不要と
の理由で抜去される智歯から歯髄組織を採
取することにより、歯髄幹細胞を分離するこ
とは容易である。ただ、歯髄幹細胞採取方法
は研究者によりまちまちであり、そのためそ
れぞれの研究者の歯髄幹細胞は異なった集
団であると考えられる。すなわち、歯髄幹細
胞分離のスタンダードを確立し、分離した歯
髄幹細胞からの、象牙芽細胞および骨芽細胞
分化のメカニズムを明らかにすることで、歯
髄幹細胞を使用した象牙質再生、骨再生の臨
床的な展開が大きく図られるものと期待さ
れる。 
 歯髄組織は硬組織に囲まれた組織であり、
硬組織の殻があってこそその歯髄組織とし
ての integrity が保持される。そのためにこそ、
歯髄組織再生においてその表層における象
牙質形成が重要である。一方、根尖病変の存
在する歯の根尖部、歯周疾患に罹患した歯根
周囲をはじめとして病変により骨欠損が生
じている症例を臨床において多く認める。こ
のようなケースにおいて、骨形成を誘導する
システムの構築は臨床化の夢である。さらに、
インプラント前処置をはじめとして、骨量を
増大させたい症例も多く存在する。歯髄幹細

胞は幹細胞としての特性を有しているが、そ
の根本において硬組織形成細胞への分化す
る特性を有している。すなわち、歯髄幹細胞
を臨床応用する場合、象牙質、骨組織といっ
た硬組織誘導への適用が最も適していると
推察される。 
 
２．研究の目的 

未分化間葉組織である歯髄組織中に存在
する歯髄幹細胞は、神経、脂肪、骨、軟骨と
いった多様な細胞に分化する能力を有して
いるが、ES 細胞あるいは iPS 細胞と異なり、
体性幹細胞としてのオリジナルの特性をも
維持している。すなわち、歯髄幹細胞は歯髄
組織内においては象牙芽細胞のソースとし
て機能しており、硬組織形成細胞への分化能
を有している。しかし抜去歯より分離された
歯髄幹細胞は、通常の平面培養を経るうちに
一般的な線維芽細胞へと変化していく。一方、
三次元培養においては、より生体環境に近い
状態で細胞を培養することができるため、よ
りオリジナルの特性を維持あるいは誘導す
ることが可能であると推察される。今回、ヒ
ト抜去歯より分離した歯髄幹細胞を三次元
（スフェロイド）で培養し、その象牙芽細
胞・骨芽細胞マーカー発現について検討した。 

 
３．研究の方法 

抜去歯の歯髄組織より歯髄幹細胞を採取
し実験を行うことについて、患者に十分に説
明し了解を得たうえで抜去歯を研究に供し
た（東京医科歯科大学歯学部倫理審査承認番
号 第 442 番）。歯髄幹細胞の分離は、間葉
系幹細胞分離法に準じて行った。すなわち、
抜去歯より摘出した歯髄組織をメスにて細
切後、コラゲナーゼ I（2mg/ml）処理（37
度、振とう、1h）を行い、セルストレーナー 
40µm (BD Falcon 352340)フィルターにて濾
過 す る こ と で 単 細 胞 に 分 離 し 、 1x105 
cells/cm2 で細胞培養ディッシュに播種した。
間葉系幹細胞マーカー発現は FACS にて検討
し た 。 パ ッ セ ー ジ 3-4 の 細 胞 を 、 4x104 
cells/well の濃度にて 96 穴 PrimeSurface （住
友ベークライト）あるいは６穴マルチプレー
ト（グライナー）に播種し、3-7 日間培養を
行った。その後、サンプルより RNA を抽出
し、象牙芽細胞・骨芽細胞特異的マーカーの
mRNA 発現をリアルタイム PCR にて検討し
た。またアスコルビン酸およびβグリセロリ
ン酸を添加して石灰化誘導を行い、石化化物
をアリザリン染色にて検討した。 

 
４．研究成果 
（１）分離した歯髄幹細胞における間葉系幹
細胞マーカー発現：ヒト歯髄組織よりコロニ
ーアイソレーション法で分離した後、継代を
する前の歯髄幹細胞における間葉系幹細胞
マーカーの発現を FACS にて検討した。その
結果、間葉系幹細胞マーカーである、CD44、
90、73、105、166 の陽性率は 80-100%と高



く、CD146 も 60%以上の細胞で発現してい
た（図１）。一方、間葉系幹細胞マーカーの
一つである STRO-1 陽性細胞は 5%程度に限
られていた（図１）。造血幹細胞マーカーで
ある CD34、45、117 陽性の細胞はほとんど
認められなかった（図１）。以上の結果は、
コロニーアイソレーション法にて、歯髄組織
より間葉系幹細胞マーカーを強く発現する
細胞を比較的大量に分離することが可能で
あるが、それらは異なるコロニー由来の細胞
の集団であることからヘテロな状況である
と推察される。 
 分離された歯髄幹細胞を、骨芽細胞分化誘
導培地（アスコルビン酸＋βグリセロリン酸
＋デキサメタゾン）、軟骨細胞分化誘導培地
（アスコルビン酸＋プロリン＋デキサメタ
ゾン＋TGFβ3＋insulin transferrin selenium 
（ITS）supplement）、神経細胞分化誘導培地
（B27 サプリメント）、脂肪細胞分化培地（イ
ンシュリン＋イソブチルメチルキサンチン
＋デキサメタゾン）にて培養したところ、各
細胞への分化誘導が確認された。以上の結果
は、本手法により分離した歯髄幹細胞は、間
葉系幹細胞としての特性を具備しているも
のと推察された。 

図１：コロニーアイソレーション法にて分離
した歯髄幹細胞に発現している表面抗原を
FACS にて検討した結果、間葉系幹細胞マー
カーを強く発現していることが明らかにな
った。 
 
（２）歯髄幹細胞の三次元スフェロイド培
養：三次元(スフェロイド)培養した歯髄幹細
胞は，平面培養したものと比較し、有意に象
牙芽細胞・骨芽細胞分化マーカーの発現の亢
進が認められた（図２）。これは平面培養に
おいては、細胞は隣在する細胞とのみ接触す
るが、三次元培養することにより細胞はより
多くの細胞と立体的に接触し、その緊密な接
触により誘導されたシグナル（インテグリン
シグナル）が、歯髄細胞としての特性を特に
強く誘発したと推察される。また石灰化誘導
培地での培養により、三次元培養した歯髄幹
細胞において、平面培養したものと比較して
アリザリン陽性の石灰化物の沈着がより早
期に認められた（図３）。三次元培養により
象牙芽細胞・骨芽細胞分化能が維持および増
強された結果として、石灰化が誘導されたと
推察される。歯髄組織の再生を誘導する上で、

三次元スフェロイド培養した歯髄幹細胞を
歯髄腔にアプライすることにより、硬組織を
誘導することが可能となると推察される。し
かし、歯髄組織内部の非石灰化領域を維持す
るためには、スフェロイド培養した歯髄幹細
胞ではなく、硬組織分化誘導を阻害するよう
なスキャフォールド（コラーゲン等）の使用
を検討する必要があると思われる。 

図２：二次元あるいは三次元スフェロイド培
養した歯髄幹細胞における象牙芽・骨芽細胞
マーカー発現を検討したところ、三次元スフ
ェロイド培養することで、象牙芽・骨芽細胞
マーカー発現が強く誘導されることが明ら
かになった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３：三次元スフェロイド培養した歯髄幹細
胞における石灰化誘導能を検討する目的で、
アスコルビン酸＋βグリセロリン酸＋デキ
サメタゾン存在下で歯髄幹細胞を三次元ス
フェロイド培養した結果、スフェロイド内に
強い石灰化が誘導されることが明らかにな
った（アリザリンレッド S 染色）。二次元培
養条件における歯髄幹細胞は石灰化誘導培
地にて培養を行っても、ほとんど石灰化結節
を誘導することはできなかった。 
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