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研究成果の概要（和文）：　本研究は、自己幹細胞移植によるラット臼歯歯髄再生の実験系の構築、および血管
内皮細胞・幹細胞混合移植による組織再生促進の検証を目的とした。生活断髄後のラット上顎第一臼歯歯冠歯髄
腔にラット骨髄間葉系幹細胞（MSC）を添加したPLLA/ハイドロゲル混合三次元スキャホールドを埋植すると、術
後１週で歯髄様組織が形成された。さらに、MSCとラット血管内皮細胞を混合移植すると、MSC単独移植と比較し
て血管新生関連因子や象牙質シアロリンタンパクの遺伝子発現が亢進し、スキャホールドの吸収が迅速であると
ともに、完全な被蓋硬組織形成が生じた。ラット切歯歯髄より単離した幹細胞を用いて同様の解析を実施中であ
る。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish an experimental autologous coronal pulp 
regeneration model using rat molars and examine whether co-implantation of endothelial cells with 
stem cells accelerates pulp tissue regeneration. Rat bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) with 
PLLA/peptide hydrogel constructs were implanted into the coronal pulp chamber of pulpotomized 
maxillary first molars of Wistar rats. One week after the implantation, a pulp-like tissue was 
generated in the pulp chamber. In teeth in which rat endothelial cells were co-implanted with MSCs, 
gene expression levels of pro-angiogenic factors such as Cxcl1 and dentin sialophosphoprotein were 
elevated compared with MSC-implanted teeth. The co-implanted teeth also showed accelerated scaffold 
absorption and complete dentin bridge formation.　A similar analysis is in progress using stem cells
 isolated from rat incisor pulp tissues.

研究分野：保存治療系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 歯髄に細菌感染が生じた場合、現在なお多
数の症例で抜髄を施さざるを得ない。しかし、
除去された歯髄組織の再生が可能となれば、
歯の生来の機能が回復するとともに物性が
向上し、歯の残存期間の飛躍的延長が期待さ
れる。このような観点から組織幹細胞移植に
よる歯髄組織再生療法の可能性が探索され
ており、歯髄や歯乳頭由来の組織幹細胞をス
キャホールドとともに埋植することにより
歯髄様組織が形成されることを示した報告
がなされつつある 1,2)。申請者らも上述の点に
着目して、組織幹細胞を用いた歯髄再生に対
する検索を重ねており、米国ミシガン大学と
の共同研究において、組織幹細胞の一種であ
るヒト乳歯由来幹細胞を poly-L-lactic 
acid(PLLA)スキャホールド 3)とともにヒト抜
去歯スライスの歯髄腔内に移植し、再生組織
を免疫不全マウス背皮下において増殖させ
ることにより、象牙芽細胞様細胞の配列を含
め、正常歯髄組織に形態学的・組織学的・分
子生物学的に類似した歯髄様組織を再生さ
せることに成功している 4,5)。 
 また、我々は、ラット歯髄では、２種の幹
細胞マーカー（MAP1-B と CD146）を同時に発
現する組織幹細胞様細胞の一群が、歯根膜組
織と比較して多数存在することを見いだし
ている 6)。 
 そこで本研究は、これまでの研究成果を発
展させるべく、組織幹細胞をラット臼歯歯冠
部歯髄腔へ PLLA/ペプチドハイドロゲル混合
型スキャホールドとともに移植し、組織幹細
胞移植術の概念に基づく歯髄組織再生療法
の有効性を評価するとともに、ラット臼歯に
おける歯髄再生の実験系構築を図ることを
目的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ラット切歯歯髄より単離・培
養・増殖させた切歯歯髄幹細胞を用いて、生
活歯髄切断法により歯根部歯髄を保存しつ
つ、歯冠部歯髄を組織工学的手法により再生
させることを究極の目標とし、以下の検索を
実施した。 
(1) PLLA/ペプチドハイドロゲル混合型 3 次
元スキャホールドとラット骨髄間葉系幹
細胞を、根部歯髄を残し冠部歯髄のみを
除去したラット臼歯へ移植し、歯髄の再
生が誘導可能かどうかを、検証する。 
(2) これまでの我々の研究から、血管内皮細
胞と幹細胞を混合して移植すると、幹細
胞単独よりも組織再生が速やかに生じる
ことが分かっている。そこで本研究では、
幹細胞と血管内皮細胞を上記(2)と同様
の手法を用いて混合移植し、速やかな歯
髄の再生が生じるかどうかを検証する。 

(3) 自家幹細胞移植を想定した実験モデル
確立のため、ラット切歯歯髄幹細胞の単
離培養系を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット臼歯歯冠歯髄腔への幹細胞の移
植 
  全身麻酔下で Wistar ラット上顎第一臼
歯の冠部歯髄を除去したのち、ラット骨
髄間葉系幹細胞、もしくは同幹細胞およ
びラット血管内皮細胞を添加した PLLA/
ペプチドハイドロゲル混合型三次元スキ
ャホールドを同部に埋植し、水硬性セメ
ン ト も し く は mineral trioxide 
aggregate で窩洞を封鎖した。 
(2)再生組織の評価 
  移植 3-14 日後に動物を安楽死させたの
ち被験歯を採取し、再生組織を組織学的
に評価した。さらに、再生組織に対して
象牙芽細胞分化マーカー(nestin) や血
管内皮細胞マーカー (CD31) を用いた免
疫組織化学的解析、real-time PCR 法によ
る血管新生関連遺伝子や象牙芽細胞関連
遺伝子（象牙質シアロリンタンパク遺伝
子：DSPP)の発現解析、およびWestern blot
法によるnestinおよび血管内皮細胞増殖
因子 (VEGF)のタンパク発現解析を行っ
た。 
(3) ラット切歯歯髄幹細胞の単離・培養 
   雄性 Wistarラット切歯歯髄をコラゲナー
ゼ・ディスパーゼ混合溶液処理すること
で得られた歯髄細胞を、CD146 抗体、MAP1B
抗体と反応させたのち、ダイナビーズを
用いた磁気分離法により単離・培養した。
これらの細胞における幹細胞関連遺伝子
の発現を real-time PCR 法で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ラット臼歯歯冠歯髄再生モデルの確立 
 PLLA/ペプチドハイドロゲル混合型三次元
スキャホールドをラット間葉系幹細胞とと
もに、根部歯髄を残し冠部歯髄のみを除去し
たラット上顎第一臼歯へ移植し、歯髄再生の
様相を検証した。幹細胞・スキャホールド混
合移植３日経過例では、スキャホールドに沿
って細胞が観察されたが充実性組織は観察
されなかった。しかしながら、幹細胞・スキ
ャホールド混合移植後 7日経過例では、ほぼ
全ての移植部が歯髄様の充実性組織で満た
されていた。一方、幹細胞を混合せずスキャ
ホールドのみを移植した群においては、移植
後７日経過しても移植部に充実性組織形成
は認められなかった。また、両群とも観察期
間を通じ明白な好中球浸潤は観察されなか
った。さらに、移植後７日経過例において、
CD43陽性T細胞様細胞の密度を移植組織と正



常組織と比較したところ、有意差は認められ
なかった。 
 以上より、幹細胞混合三次元複合型スキャ
ホールド移植７日間で，正常歯髄と組織学的
に類似した歯髄様充実性組織の再生が可能
である事が確認された。 
 
(2) 骨髄間葉系幹細胞・血管内皮細胞混合移
植による歯髄組織再生の促進 
 上述のラット臼歯歯冠歯髄再生モデルを用
いて、骨髄間葉系幹細胞・血管内皮細胞の混
合移植の効果について解析し、混合移植によ
り歯髄組織再生が促進することを確認した。 
 すなわち、混合移植群の再生組織では、幹
細胞単独移植群と比較してスキャホールドの
吸収が迅速に進行するとともに、移植２週後
にはnestin陽性の象牙芽細胞様細胞の配列を
伴う完全な被蓋硬組織形成が生じることを認
めた。さらに、混合移植群の再生組織では、
血管新生関連遺伝子（Bcl-2, Cxcl1, Cxcr2）
や象牙質シアロリンタンパク遺伝子、さらに
は血管内皮細胞増殖因子やnestinのタンパク
発現が亢進するとともに、CD31陽性血管内皮
細胞が単独移植群と比較して高密度に分布す
ることが確認された。 
 以上のような、幹細胞と血管内皮細胞との
混合移植による組織再生の促進は、歯髄組織
に限らず独自性の高い知見ということができ
る。混合移植後に血管新生促進因子の発現が
亢進して再生組織における血管新生が促進さ
れることから、歯髄の再生が迅速に生じたも
のと考えられる。 
 
(3)ラット切歯歯髄由来幹細胞様細胞の単
離・培養系の確立 
 ラット切歯歯髄より CD146 抗体、MAP1B 抗
体を用いた磁気分離法により、CD146 陽性
/MAP1B 陽性幹細胞様細胞を分離・培養する
ことが可能であった。これらの細胞が CD146、
MAP1B、CD90、CD105 などの幹細胞関連遺伝子
を発現することを確認し、ラット切歯歯髄幹
細胞の培養実験系を確立した。 
 現在、これら CD146/MAP1B 陽性幹細胞をラ
ット臼歯歯冠歯髄腔に移植し、骨マトリック
スタンパクや血管新生関連遺伝子の発現解
析から歯髄組織再生の評価を行っている。ま
た、血管内皮細胞の培養系の樹立を目指し、
ラット切歯血管内皮細胞(CD146 陽性/MAP1B
陰性細胞)を単離し、血管内皮細胞マーカー
（VEGFR など）の遺伝子発現解析を行ってい
る。血管内皮細胞の培養系の樹立後、前述の
ラット切歯歯髄幹細胞様細胞とともに、自家
移植を想定した混合移植を行い、歯髄組織の
再生が促進できるかについて解析を進める
予定である。 
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