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Ⅰ 緒言 

平成 30 年度の統計によると、わが国においては、歯周病、う蝕、ならびに破

折が歯を喪失する主要な原因であるとされているが、歯髄の状態別では、無髄

歯においてより喪失率が高いと報告されている 1-4。特に、失活歯の破折は抜歯

という結果に直結することが多く、歯の生存率に関わる深刻な問題である。

Randow ら 5の研究では、無髄歯は有髄歯の 2 倍以上の荷重レベルまで痛みを感

じないことが明らかとなっており、歯髄の除去によって咬合力を感知する能力

が低下することが、失活歯に破折が生じやすい一因であると考えられる。また、

歯髄を失った歯では、う蝕や根尖性歯周炎の発症リスクが増加する 6-10 ため、

より抜歯に至りやすいと言える。 

歯髄保存の近年の動向として、露髄の回避を意図した段階的う蝕除去（歯髄

温存療法）への評価の高まりが挙げられる 11-14。しかしながら、う蝕または外

傷などにより歯髄が外部環境に曝され、さらに感染が生じることで歯髄を保存

できなくなった場合、抜髄処置を含めた歯内療法が行われることとなる。一般

的に、従来の歯内療法は、根管内の感染した歯髄および感染源である細菌を除

去したのちに、ガッタパーチャポイントや糊剤を用いて根管内を緊密に充填す

ることで生体内外の交通を遮断することを目的としている 15-19。こういった根
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管治療は、近年の器材や材料の発展により一定の成功率を示している 20-24が、

抜髄によって失われた歯髄の機能を再生することはできない。 

歯髄には、炎症や免疫応答の担い手であるマクロファージや樹状細胞が豊富

に分布し、これらが病原物質の流入に拮抗している 25,26。また、歯髄には神経

線維が密に分布しており、外来刺激に対する警告を痛みとして発することがで

きる 27-29。さらに、歯髄内部に存在する歯髄幹細胞（Dental Pulp Stem Cells：DPSC）

は硬組織形成能を有し、象牙質を形成することで外来刺激に対する物理的バリ

アを構築する 30,31。したがって、無髄歯に歯髄を再生させることは、これら歯

の防御修復機構を再生させることにつながり、歯の寿命を延ばすうえで大きな

意義がある。 

Tissue Engineering（組織工学）とは、生体機能を備えた人工組織や人工臓器を

作り出す手法に関する学問領域のことであり、この概念は、1993 年に、医師で

ある Joseph P. Vacanti と、生体工学者である Robert Langer によって提唱された

32。細胞、足場（スキャフォールド）、成長因子という三つの素材を適切に組み

合わせることで、生体内あるいは生体外で臓器や組織を意図的に創製できると

いう考えに基づいており、再生医療を実現する有効な手段の一つとして考えら

れている 33-40。近年、歯科領域にもこの組織工学の概念が導入され、歯髄再生

医療の実現に向けて多くの組織工学的手法を応用した試みがなされるように
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なった 41-50。例えば、Huang ら 47は、歯由来の細胞と poly-D, L-lactide/glycolide

共重合体のスキャフォールドを組み合わせ、水平にスライスした 6 ~ 7 mm 厚さ

のヒト歯根に填入し、重症複合免疫不全（Severe Combined Immunodeficiency：

SCID）マウスの背部皮下に埋入したところ、スライス歯根内に象牙質様組織お

よび歯髄様組織が形成されたと報告している。また、Nakashimaら 48,49は、DPSC、

顆粒球コロニー刺激因子、コラーゲンの複合体を抜髄直後のイヌ根管内に充填

することで、歯髄様組織を再生させることに成功した。その後、同研究グルー

プは本手法を用いた臨床研究を行い、第三大臼歯あるいは小臼歯から採取した

自己由来 DPSC を用いることで、ヒト無髄歯に歯髄電気診で反応を認める歯髄

様組織を再生させることができたと報告している 50。 

ところで、上述した報告では、そのすべてにおいて、細胞が生存、増殖する

場として生分解性スキャフォールドが用いられているが、外因性物質であるス

キャフォールドは、生体内で感染や炎症を引き起こす可能性が指摘されている

51-56。そこで、Sasaki と Imazato らのグループは、スキャフォールドフリーの細

胞のみからなる歯髄幹細胞集合体を in vitro で作製し、これを無髄歯の根管内に

移植するという、スキャフォールドを用いない新たな歯髄再生技術の確立を目

指した研究を行ってきた 57,58。そして、温度応答性高分子 Poly N-

isopropylacrylamide（pNIPAAm）ゲルモールドを用いることで、ヒト由来 DPSC
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のみからなる三次元細胞集合体を in vitro で作製でき、さらに、作製した細胞集

合体が無髄歯根管内において歯髄再生能を発揮することを示してきた 57。しか

し、この方法では、根管内すべてを満たす歯髄組織を再生できるとは限らず、

根管内の一部に空洞が形成されてしまうケースがかなりの頻度で認められる

という問題が残っていた。これは、永久歯の歯根長が10 mm以上あるのに対し、

根管内への血流の供給が、1 mm 以下という小さな根尖口からのみであること

によると考えられる。すなわち、根尖口のみからの血管形成では、移植した細

胞集合体の中心部まで酸素や栄養が到達せず、その結果、集合体を構成する

DPSC が壊死したことで、根管内の一部に組織が形成されない部位が発生した

ものと考えられた。したがって、歯根全体に歯髄を再生させるためには、根尖

からの血流を素早く根管内部まで導き、移植した細胞を生存させることが必要

不可欠であると言える。 

以上のようなことから、あらかじめ血管網構造をもつ細胞集合体を in vitro で

構築して根管内に移植すれば、宿主から集合体内部へ迅速に血流が供給され、

より確実な歯髄再生を達成できるのではないかと着想した。そこで本研究では、

まず、DPSC 集合体を血管内皮細胞へ分化誘導することによる構造と表現型の

変化について検討し、歯髄幹細胞集合体に血管網を誘導する技術を確立した後、
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分化誘導した DPSC 集合体の歯髄再生用材料としての有用性を動物実験により

評価することを目的とした。 
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Ⅱ 材料と方法 

１．細胞集合体の作製 

１）pNIPAAm ゲルモールドの設計と作製 

縦 12 mm、横 3.0 mm、直径 3.0 mm の半円柱状の溝を有する pNIPAAm ゲル

モールドを作製するため、コンピューターデザインソフト（Solid works 2011、

Dassault Systemes、Vélizy-Villacoublay、France）を用いて鋳型の設計を行い、3D

プリンタ（EDEN260、Objet、MN、USA）でエポキシ樹脂を用いて造形した。

NIPAAm 水溶液（7 mmol/L、Wako、大阪）に架橋剤として Polyethylene glycol 

dimethacrylate（Sigma-Aldrich、MO、USA）を加え、その後、ペルオキソ二硫酸

アンモニウム（Nakalai、京都）、およびテトラメチルエチレンジアミン（Nakalai）

を加えた溶液をこの鋳型に流し込み、4℃で 8 時間静置してゲル化させた。鋳型

からゲルモールドを取り出し、残留モノマーを除去するために 24 時間水中浸

漬した後、4℃の 70%エタノール中で保存した。細胞培養にあたっては、ゲルモ

ールドをリン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline：PBS、

Thermo Fisher、MA、USA）に 48 時間浸漬することで内部のエタノールを除去

し、実験に供した。 

 

２）DPSC 由来細胞集合体の作製 
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細胞増殖用培地（Growth Medium：GM）として 20% Fetal Bovine Serum（FBS、

Japan Bio Serum、広島）、1% Penicillin-Streptomycin（Sigma-Aldrich）含有の

Dulbecco's Modified Eagle's Medium（DMEM、Wako）を使用し、成人第三大臼歯

由来の DPSC（Lonza、Basel、Switzerland）を 37℃、5%二酸化炭素環境下にて

100 mm Culture Dish を用いて培養した。100%コンフルエントを確認してからさ

らに 5 日間培養を行った後、セルスクレイパー（Corning、NY、USA）を用いて

シート状になった細胞を回収し、滅菌ピンセットで把持して、pNIPAAm ゲル

モールドに填入した。そして、2 日間培養を行った後、pNIPAAm ゲルモールド

を室温環境に 15 分間静置して膨張させ、モールドから DPSC 集合体を取り出

した。 

 

２．細胞集合体の in vitro 血管内皮細胞分化誘導 

１）細胞集合体の血管誘導培養 

前述のようにして作製した DPSC 集合体を血管内皮細胞へ分化誘導するため、

血管内皮細胞用培地である EGM-2MV BulletKit（Lonza）に血管内皮細胞増殖因

子（Vascular Endothelial Growth Factor；VEGF）（50 ng/mL、Recombinant Human 

VEGF165、R&D SYSTEMS、MN、USA）を添加した血管内皮細胞分化誘導培地
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（Endothelial Differentiation Medium：EM）を用いて最長 20 日間まで培養した

（EM 群）。 

まず、培養による細胞集合体の形態変化を調べるため、経時的に実体顕微鏡

観察を行い、得られた像から、画像解析ソフト（Image J、National Institutes of 

Health、MD、USA）を用いて細胞集合体の面積を計測した。GM で培養した細

胞集合体をコントロール（GM 群）とした。試料数は各群 5 とした。 

 

２）細胞集合体の内部構造観察 

（１）ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色 

ゲルモールドから取り出した直後（培養 0 日目）、および 5、10、20 日間培養

後の細胞集合体を PBS で洗浄し、4% パラホルムアルデヒド（PFA）を用いて

48 時間固定処理を行った後、自動パラフィン包埋装置（CT-Pro20、Genostaff、

東京）を用いてパラフィン包埋した。次に、薄切切片作製装置（2125RT、Leica、

Wetzlar、Germany）にて、細胞集合体の長軸方向と平行に厚さ 5 µm の薄切切片

を作製し、スライドガラス（Superfrost、Matsunami、大阪）にマウントした。レ

モゾール（Wako）を用いた脱パラフィン処理を行った後、マイヤーヘマトキシ

リン溶液（Wako）に 3 分間浸漬し、流水にて 10 分間水洗後、0.5 % エオシン Y
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（Wako）溶液に 2 分間浸漬することでヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を

行った。染色した試料は光学顕微鏡（ECLIPSE Ci、Nikon）を用いて観察した。 

 

（２）Live/Dead 染色 

培養 0、5、10、20 日目の細胞集合体を PBS で洗浄し、長軸方向と平行に中

央部分（厚さ 0.5 mm）を外科用メス（No.15、Feather、大阪）で切り出した。切

り出した試料をスライドガラスにマウントし、LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity 

Kit（Thermo Fisher）を用いて、生細胞を Calcein AM、死細胞を Ethidium 

Homodimer-1 で染色した。染色した試料は、蛍光顕微鏡（TE2000、Nikon）を用

いて、生細胞を 475 nm、死細胞を 559 nm の波長で観察した。また、得られた

画像から、画像解析ソフト（Image J）を用いて細胞集合体の断面における生細

胞と死細胞の割合を算出した。 

 

（３）蛍光ビーズによるイメージング 

細胞集合体内に管腔様構造が形成されているか否かを観察するために、デキ

ストランビーズを用いて蛍光イメージングを行った。EM あるいは GM で最長

20 日間培養した細胞集合体を、PFA に 48 時間浸漬して固定した後、PBS で洗

浄し、FITC-デキストラン（150 kDa、Sigma-Aldrich）を 128 倍に希釈した PBS
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に浸漬した。続いて、試料をシーソーシェーカー（Bio Craft、東京）上に静置

し、室温で 24 時間保管後、長軸方向と平行に中央部分（厚さ 0.5 mm）を外科

用メス（No.15）で切り出し、蛍光顕微鏡（TE2000）を用いて 490nm の波長で

観察した。 

 

３）血管内皮細胞分化誘導した DPSC 集合体の表現型の評価 

（１）免疫蛍光染色 

培養 0、5、10、20 日目の DPSC 集合体を、PFA を用いて 48 時間固定した後、

パラフィン包埋し、長軸方向と平行に厚さ 5 µm の薄切切片を作製した。切片

の脱パラフィン処理を行い、蒸留水で 2 回洗浄後、1 mg/mL Trypsin（Sigma-

Aldrich）を 37℃環境下で 60 分間作用させた。さらに、PBS で洗浄後、0.3% 

TritonX-100（Alfa Aesar、Lancashire、UK）、および 0.1%ウシ血清アルブミン

（Nacalai tesque、京都）を添加した PBS に室温で 30 分浸漬し、Monoclonal mouse 

anti-human CD31 抗体（M0823、Dako、CA、USA）を抗体希釈用緩衝液（Agilent、

CA、USA）で希釈（1/50）した溶液を 4℃で一晩作用させた。その後、洗浄緩

衝液（Dako）で 10 分間洗浄し、二次抗体 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG

（Invitrogen、CA、USA）を抗体希釈用緩衝液で希釈（1/250）した溶液を、遮光

しながら室温で 1 時間作用させた。続いて、洗浄緩衝液で 10 分間洗浄し、
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Hoechst33342（Invitrogen）を用いて細胞核の染色を行った。染色した試料は水

溶性封入剤（VECTASHIELD、Funakoshi、東京）を用いて封入した。同様の方

法で、Monoclonal mouse anti-human smooth muscle actin（SMA）抗体（sc-53142、

Santa Cruz Biotechnology、TX、USA）、および Monoclonal mouse anti-human Stro-

1 抗体（sc-47733、Santa Cruz Biotechnology）を用いた免疫蛍光染色を行った。

染色した試料は蛍光顕微鏡（TE2000）を用いて観察した。 

 

（２）リアルタイム PCR 

培養 5、10、20 日目の細胞集合体を PBS で 2 回洗浄後、外層（表層から 0.5 

mm の領域）と内層（中心部半径 0.5 mm の領域）に外科用メス（No.15）で切

り分けた。次に、それぞれの層を構成する DPSC について、血管内皮細胞マー

カーである VEGFA、C-X-C Motif Chemokine Ligand 1（CXCL1）、および幹細胞マ

ーカーである Nanog の mRNA 発現量を TaqMan Gene Expression Cells-to-Ct Kit

（Ambion、TX、USA）を用いて測定した。すなわち、50 µL の Lysis Solution を

室温下で 5 分間作用させることで各層の細胞を溶解し、これに 5.0 µL の Stop 

Solution を加えたものをサンプルライセートとした。10 μL のサンプルライセー

トに、25 μL の 2X RT Buffer、2.5 μL の 20X RT Enzyme Mix、12.5 μL の Nuclease-

Free Water を加え、37℃で 60 分間、95℃で 5 分間の逆転写反応を行うことで
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cDNA を作製した。次に、10 µL の TaqMan Gene Expression Master Mix（Applied 

Biosystems、CA、USA）、5.0 µL の Nuclease-Free Water、1.0 µL の各プライマー

（VEGFA、CXCL1、Nanog、glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase：GAPDH、

Applied Biosystems）、4.0 µL の cDNA を混合し、StepOne Real-time PCR System

（Applied Biosystems）を用いて PCR 反応による増幅を行った。それぞれの遺伝

子の発現量は、ΔΔCt 法を用いて GAPDH の mRNA 量で補正した。集合体外層

の DPSC の遺伝子発現量の平均値を 1 とし、内層の細胞の遺伝子発現量を相対

値として求めた。試料数は 4 とした。 

 

３．歯髄再生用材料としての in vivo での評価 

血管誘導を施した細胞集合体の無髄歯根管内における歯髄再生能を評価す

ることを目的として、ヒト抜去歯の根管内に細胞集合体を填入し、SCID マウス

の背部皮下腔への埋入実験を行った。なお、本実験は、大阪大学大学院歯学研

究科動物実験委員会の承認（動物実験承認番号：動歯-26–021–0）のもと、大阪

大学動物実験規程に則って実施した。 

１）埋入用抜去歯の準備 

ヒト抜去単根管歯を IsoMet（Buehler、IL、USA）で切断し、根尖から 12 mm

の長さの歯根を得た。根尖部も含め、ステンレス K-file（MANI、栃木）を用い
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て 80 号まで根管を拡大し、スメア層除去のためスメアクリーン（NISHIKA、山

口）、2.5% 次亜塩素酸ナトリウム水溶液（NaOCl）で交互洗浄後、殺菌処理の

ため 5% NaOCl に 5 分間浸漬した。その後、1% Penicillin-Streptomycin（Sigma-

Aldrich）を添加した PBS に浸漬し、4℃で保管した（図 1A）。 

 

２）埋入実験 

EM で 10 日間培養した細胞集合体を、３－１）で準備した根管内に塡入し、

歯冠側 3.0 mm の部位までをケイ酸カルシウムセメント（ProRoot MTA、Dentsply、

OK、USA）で封鎖して埋入用試料とした（Vasculature-Induced 群；VI 群）。6 匹

の 6 週齢オス SCID マウス（日本クレア、東京）に対し、1.0 mg/mL ドミトー

ル（塩酸メデトミジン、日本全薬工業、福島）、5.0 mg/mL ドルミカム（ミダゾ

ラム、アステラス製薬、東京）、5.0 mg/mL ベトルファール（酒石酸ブトルファ

ノール、Meiji Seika ファルマ、東京）を混合した三種混合麻酔薬を腹腔内投与

し、剃毛後、両側背部に外科用メス（No.15）を用いて 15 mm の切開を加えた。

そして、細胞集合体を填入した試料を背部皮下腔に埋入し、創面を絹糸（ネス

コスーチャー、アルフレッサファーマ、大阪）で縫合した（図 1B）。なお、GM

で 10 日間培養した細胞集合体をヒト根管内に填入し、同様にして SCID マウス

に埋入した試料をコントロール群とした。試料はマウスの左右背部皮下腔にそ
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れぞれ 1 つずつ埋入し、試料数はそれぞれ 6 とした。埋入実験の概要を図 1C

に示す。 

 

３）実体顕微鏡観察 

埋入 6 週間後に炭酸ガス安楽死装置（夏目製作所、東京）を用いて、マウス

を二酸化炭素の吸入によって屠殺し、その後、背部皮下腔より取り出した試料

を 10%中性緩衝ホルマリン液（Wako）に 48 時間浸漬することで固定処理を行

った。その後、試料を PBS で 2 回洗浄し、実体顕微鏡（SMZ745T）を用いて観

察した。 

 

４）マイクロ CT 解析 

実験動物用 3D マイクロ X 線コンピュータ断層撮影装置（マイクロ CT、

R_mCT2、リガク、東京）を用いて、管電流 90 kV、管電圧 80 µA、有効視野 10 

mm の条件で撮影し、埋入した試料の内部構造を観察した。また、得られたマ

イクロ CT 画像から、骨解析計測ソフトウェア（TRI/3D-BON、RATOC、東京）

を用いて三次元画像解析を行い、根管内に形成された歯髄様組織の体積割合を

算出した。 
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５）組織学的評価 

埋入試料を、固定処理後にモールス液（Wako）に 2 週間浸漬することで脱灰

し、自動パラフィン包埋装置（CT-Pro20）を用いてパラフィン包埋した。そし

て、歯軸と平行に厚さ 8 µm の薄切切片試料を作製し、２）－（１）と同様の方

法で HE 染色を施した。染色した試料は、光学顕微鏡（CLIPSE Ci）を用いて観

察した。 

また、作製した薄切切片に対して、Monoclonal mouse anti-human CD31 抗体

（M0823）、Monoclonal mouse anti-human Stro-1 抗体（sc-47733）および Monoclonal 

mouse anti-human dentin sialophosphoprotein（DSPP）抗体（sc-73632、Santa Cruz 

Biotechnology）を用いて、３）－（１）と同様の方法で免疫蛍光染色を施した。

さらに、CD31 の免疫蛍光染色画像を用いて、CD31 陽性細胞で形成された血管

の単位面積当たりの数について定量評価を行った。試料数はそれぞれ 4 とした。 

 

４．統計学的解析 

Live/Dead 染色の結果については One-way ANOVA, Turkey’s HSD test、また、

リアルタイム PCR、歯髄様組織の体積割合、および歯髄様組織内の血管数につ

いては Student’ s t-test を用いて危険率 5%で統計学的有意差の検定を行った。  
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Ⅲ 結果 

１．細胞集合体の in vitro 血管内皮細胞分化誘導 

１）細胞集合体の血管誘導培養 

pNIPAAm ゲルモールドから取り出した直後（培養 0 日目）、および EM で 5、

10、20 日間培養した細胞集合体の実体顕微鏡像を図 2A に示す。培養 0 日目で

長径約 7 mm、短径約 3 mm であった DPSC 集合体は、EM 群、GM 群のいずれ

おいても、培養 7 日まで主に長径方向の収縮が認められ、7 日後には、EM 群で

65.3±3.1%に、GM 群で 64.7±6.1%に大きさが減少した（図 2B）。培養 7 日目

以降は、わずかに減少する傾向はあるものの、細胞集合体の大きさや形態が維

持され、EM 群と GM 群間でも大きさに有意差を認めなかった。 

 

２）細胞集合体の内部構造観察 

（１）ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色 

培養 0 日目の細胞集合体、および EM で 5、10、ならびに 20 日間培養した細

胞集合体の HE 染色の結果を図 3 に示す。培養期間を通して、細胞集合体の外

層に細胞が密に存在している様子がみられた。一方、細胞集合体の中心部は、

培養 0 日目では疎な構造を呈していたが、培養期間が長くなるにつれ、密な構

造に変化することが分かった。 
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（２）Live/Dead 染色 

Live/Dead 染色の結果、細胞集合体は主に生細胞によって構成されており、集

合体の辺縁部のみに死細胞が局在していることが分かった（図 4A）。細胞集合

体内の生細胞の割合は、培養 0 日目で 98.7±1.2%、5 日目で 98.6±1.2%、10 日

目で 97.5±1.4%で有意差が認められなかったが、培養 20 日目では 95.1±2.2%

となり、0 日目、5 日目と比較して有意に低下した（図 4B）。 

 

（３）蛍光ビーズによるイメージング 

培養 0 日目および 5 日目の細胞集合体において、GM 群および EM 群ともに

蛍光ビーズの局在は認められなかった（図 5）。一方、培養 10 日目 の EM 群に

おいては集合体外層に蛍光ビーズの集積を認め、さらに、培養 20 日目では明瞭

な管腔様構造が形成されている様子が観察された。しかし、GM 群ではビーズ

の集積や管腔様構造は観察されなかった。 

 

３）血管内皮細胞分化誘導した細胞集合体の表現型の評価 

（１）免疫蛍光染色 
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CD31 陽性細胞は、培養 0 日目ではわずかに認められる程度であったが、培

養時間の経過とともに増加し、10 日目には集合体全体に観察されるようになり、

さらに、培養 20 日目の集合体外層の細胞に CD31 の強い発現が確認された（図

6）。また、強拡大での観察では、培養 10 日目から CD31 陽性細胞が管腔様構造

を形成し、培養 20 日目には、外層において明瞭な管腔様構造の形成が認められ

た（図 7）。 

SMA の免疫蛍光染色の結果においても、CD31 の結果と同様に、培養 10 日

目および 20 日目に、集合体外層の細胞において SMA の強い発現が認められ

た。また、培養 20 日目には、SMA 陽性細胞が集合体外層で網目状構造を形成

している様子が観察された（図 8）。 

一方、間葉系幹細胞マーカーである Stro-1 の免疫蛍光染色では、作製直後の

細胞集合体に陽性細胞が存在していることが分かった。また、20 日間の分化誘

導後の集合体内においても陽性細胞は存在していたが、培養期間が長くなるに

つれて、集合体外層の Stro-1 陽性細胞は減少した（図 9）。 

 

（２）リアルタイム PCR 

血管内皮細胞マーカーである VEGFA については、集合体外層を構成する細

胞の発現量を 1 とした場合、集合体内層の細胞は、培養 5 日目に 0.22±0.05、
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10 日目に 0.27±0.02、20 日目に 0.31±0.06 の発現量を示し、20 日間の培養期

間を通して、集合体外層の細胞が内層の細胞と比較して有意に高い値を示した

（図 10）。また、CXCL1 についても、集合体内層での発現量は、外層の発現量

を 1 とすると、培養 5 日目で 0.026±0.001、10 日目で 0.14±0.02、20 日目で 0.32

±0.05 であり、20 日間の培養期間を通して、集合体内層の細胞と比較して、外

層の細胞において有意に高い発現が認められた（図 11）。 

一方、幹細胞マーカーである Nanog の発現量は、集合体外層での発現量を 1

とした場合、内層では、培養 5 日目で 1.82±0.61、10 日目で 3.00±0.61 を示し、

培養 10 日目までは、集合体内層の細胞は外層の細胞と比較して有意に高かっ

た。しかし、培養 20 日目では、集合体内層の発現量は 1.17±0.16 となり、集合

体内層と外層の細胞間で Nanog の発現量に有意差は認められなかった（図 12）。 

 

２．歯髄再生用材料としての in vivo での評価 

１）実体顕微鏡観察 

取り出した試料の実体顕微鏡観察像を図 13 に示す。コントロール群では埋

入前の試料と比較して根尖部の色調に変化はなかったが、VI 群は根尖部が赤色

を呈しており、血液成分を含む組織が形成されている様子が観察された。 
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２）マイクロ CT 解析 

6 週間埋入後に摘出した試料をマイクロ CT で観察した結果、コントロール

群では根管内に組織が形成されていない領域が存在したが、VI 群では根管内全

体を満たすように組織が形成されていた（図 14A, B）。マイクロ CT 画像から構

築した三次元画像を用いて、根管内に形成された歯髄様組織の体積割合を算出

したところ、コントロール群では 74.7±12.5%（中央値 67.4%）、VI 群では 92.4

±6.2%（中央値 94.0%）であり、VI 群はコントロール群と比較して有意に高か

った（図 14C）。 

 

３）組織学的評価 

脱灰試料の薄切切片を HE 染色した結果、コントロール群および VI 群のいず

れにおいても、根管内に形成された歯髄様組織は線維性の疎性結合組織様の構

造を呈していた。しかし、VI 群では内径 10 µm 未満の明瞭な管腔様構造が観察

された（図 15）。 

免疫蛍光染色の結果から、コントロール群および VI 群いずれにおいても、形

成された歯髄様組織内にヒト CD31 陽性細胞からなる血管の形成が認められた

（図 16A、D）。また両群ともに、Stro-1 陽性細胞については、根管内に形成さ

れた歯髄様組織の中央部で多く認められ、象牙質に近接する部位では観察され
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なかった（図 16B, E）。一方、形成された歯髄様組織の根管壁象牙質に近接した

部位には、両群ともに DSPP 陽性細胞が局在していることがわかった（図 16C, 

F）。 

さらに、CD31 抗体を用いた染色の拡大像では、CD31 陽性細胞からなる血管

内部に宿主由来の血球細胞の存在が認められた（図 17A）。CD31 陽性細胞から

なる血管の単位面積当たりの数は、GM 群で 906.2±134.4/mm2、EM 群で 1101.1

±77.3/mm2であり、EM 群は GM 群と比べて有意に多かった（図 17B）。 
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Ⅳ 考察 

間葉系幹細胞は、骨細胞、脂肪細胞、軟骨細胞などの中胚葉由来組織を構成

する細胞への分化能と自己複製能を持ち、組織再生に重要な役割を果たす 59。

そのなかでも神経堤に由来する DPSC は、受容体型チロシンキナーゼの一つで

ある VEGF レセプター（VEGFR）-1 を高発現しており、血管内皮細胞に容易に

分化することが知られている 60-63。VEGFR-1 のリン酸化は VEGF によって誘導

され、それにより発生した VEGF シグナルは、Mitogen-activated Protein Kinase

（MAPK）/ Extracellular Signal-regulated Kinase（ERK）経路を活性化させること

で、DPSC の分化を誘導する 64,65。さらに、VEGF シグナルを受けた DPSC は、

三次元培養系で網目状構造形成能を示し、CD3166,67や SMA68-71を発現する血管

内皮細胞に分化することが明らかとなっている 45,72,73。 

ところで、スキャフォールドを用いずに作製した細胞の凝集塊は、一般的に

スフェロイドと呼ばれ、再生医療や創薬への応用が期待されており 74-77、生体

組織が本来有する自己組織化能を in vitro において発揮することが知られてい

る 78-81。Landry ら 81は、新生仔ラットから分離した肝細胞を細胞非接着性培養

皿で培養することでスフェロイドを作製し、3 週間培養したところ、スフェロ

イド内に肝細胞索および胆管様構造が形成されることを見出した。また、DPSC

集合体を用いた過去の研究 57において、石灰化基質産生を促進する培地で集合
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体を培養したところ、集合体外層を構成する DPSC のみが石灰化基質を産生し、

集合体中心部の細胞は幹細胞性を維持することが報告されている。すなわち、

DPSC 集合体の部位によって細胞の表現型が変化し、DPSC 集合体が自己組織

化能を有するとされている。そこで、VEGF を添加した培地を用いることで、

細胞集合体を構成する DPSC を血管内皮細胞に分化誘導することが可能であり、

さらに自己組織化能によって細胞集合体内に血管様構造が形成されるのでは

ないかと着想し、本研究を開始した。 

作製した細胞集合体を移植体として用いるためには、集合体を構成する細胞

が生存していることが重要である 82。そこで、細胞集合体を長期培養した後、

集合体を構成する細胞の生死について検討した。分化誘導培地を用いて DPSC

集合体を培養したところ、培養 7 日目以降は、大きさや形状に大きな変化は認

められず、また、HE 染色の結果から集合体辺縁部に細胞が密に存在していた。

これは、細胞集合体内部と比較して、培地から栄養や酸素が豊富に供給される

辺縁部では細胞の増殖が促進されたためであると考えられた。また、Live/Dead

染色の結果から、培養 20 日目においても集合体を構成する DPSC の 95%以上

が生存していることが明らかとなった。スフェロイドや細胞集合体の中心部で

は、低酸素や低栄養によって細胞死が誘導されることが分かっており 55,83-86、

さらに、DPSC 集合体を用いた研究 57においても、血管内皮細胞分化誘導を施
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してない集合体中心部では死細胞が約 15%も存在することが報告されている。

本研究での高い細胞生存率は、DPSC 集合体を血管内皮細胞に分化誘導するこ

とで、集合体内に血管網様構造が形成されたため、分化誘導を施してない集合

体と比較して、培地が内部まで浸透しやすい環境であったからであると考えら

れる。一方、血管内皮細胞に分化誘導した集合体の表層に死細胞が観察された。

生体組織の恒常性維持のメカニズムとして、細胞が密集した部位において、増

殖速度や能力の低い細胞は細胞死によって排除されることが分かっている 87-89。

このことから、集合体外層に細胞が密に存在したことで、一部の細胞に細胞死

が誘導されたのではないかと思われた。 

次に、細胞集合体内部における管腔様構造の形成を FITC 蛍光デキストラン

ビーズを用いて検討したところ、培養 10 日目の EM 群において蛍光ビーズの

集積が一部領域で観察され、さらに培養 20 日目では、集合体外層に明瞭な管腔

様構造を認めた。蛍光ビーズは、腫瘍内の血管形成過程の観察や薬剤分散速度

の評価の際に用いられている 90-92。本研究においては、直径約 85Å のデキスト

ランビーズを用いており、集合体内の細胞が密な部位に比べて、疎な領域に粒

子が多く集積したため、集合体内に形成された管腔様構造を描出できたものと

考えられた。 
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血管内皮細胞分化誘導を施した集合体の免疫蛍光染色の結果から、培養期間

が増加するにつれて CD31 および SMA 陽性細胞が増加し、集合体外層で管腔

様構造や網目状構造を形成していることが示された。一方、間葉系幹細胞マー

カーである Nanog については、培養 10 日目まで、集合体内層の DPSC に多く

発現していることが分かった。したがって、集合体中心部に存在する DPSC は

幹細胞性を維持しているものの、集合体外層の DPSC が血管内皮細胞へ分化す

ることで、管腔様構造を形成したものと考えられた。これらのことから、DPSC

集合体を血管内皮細胞へ分化誘導することで、血管網構造をもった細胞集合体

を in vitro で構築できることが示された。 

血管内皮細胞へ分化誘導した細胞集合体が管腔様構造を形成することが in 

vitro の実験系で明らかとなったため、次のステップとして、ヒト抜去歯の根管

内に細胞集合体を填入し、マウス背部皮下腔に埋入する実験を行った。本実験

では、集合体外層の DPSC が血管内皮細胞に分化しており、かつ集合体内層で

細胞が幹細胞性を維持していることが明らかとなった、EM で 10 日間培養した

細胞集合体を用いた。歯髄は、象牙芽細胞層、細胞希薄層、細胞稠密層、およ

び疎性結合組織からなる中心部の四層に分けられ、血管のみならず線維性結合

組織、神経線維やリンパ管などを豊富に含んでいる 93。このような複雑な構造

を再生させるためには、線維芽細胞や神経細胞、さらには象牙芽細胞のソース
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となりうる細胞が必要不可欠であると考え、未分化 DPSC を包含する細胞集合

体を移植体として利用した。 

埋入実験の結果、VI 群ではコントロール群と比較して血管豊富な歯髄様組織

が有意に多く形成されており、さらに、形成された歯髄様組織全体にわたって

CD31 陽性細胞から構成される多くの血管が認められた。本研究で用いたヒト

CD31 抗体は、マウス由来の CD31 に交差反応を示さないものであり、CD31 陽

性細胞で形成される血管内に血球の存在を認めたことは、DPSC が構築した管

腔様構造と宿主の血管が吻合したことを意味している。 

スフェロイドの中心部では、酸素分圧が低下することで低酸素誘導因子（HIF-

1α）の発現が亢進することが知られている 94,95。また、HIF-1α の発現が亢進し

た細胞では VEGF の転写活性が促進し、周囲の血管内皮細胞を刺激することで

血管新生が誘導されることが報告されている 96,97。本実験の細胞集合体中心部

に存在する細胞も同様に低酸素状態にあると考えられ、VI 群およびコントロー

ル群ともに、集合体内部は血管新生が促進される環境であると推察される。一

方、細胞は HIF-1α を発現させることで、解糖系における嫌気的解糖作用によっ

て ATP を産生し、低酸素環境によって低下した ATP 産生量を補償する 98-100。

しかし、低酸素環境に加えて、細胞に栄養も供給されない場合には、この解糖

作用が機能せず、ATP 産生量の低下により細胞死が引き起こされる 101,102。細胞
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の増殖や代謝には、酸素だけでなく栄養の供給も重要であり、VI 群では血流供

給が速やかに行われたため血管新生を促進する環境を維持できたが、コントロ

ール群では低栄養により細胞死が誘導され、歯髄様組織の形成量が減少したも

のと考えられた。 

形成された歯髄様組織の組織学的検討の結果、根管壁象牙質に近接した部位

に、象牙芽細胞分化マーカーである DSPP46,103,104 を発現する細胞が局在してい

た。象牙質に含まれる bone morphogenetic protein-2（BMP-2）や transforming growth 

factor-β1（TGF-β1）といった液性因子は、DPSC の象牙芽細胞分化にとって重要

な役割を果たすことが明らかとなっている 105-107。このことから、根管壁の象牙

質と接する DPSC が、象牙質に含まれる液性因子の影響を受けることで象牙芽

細胞へと分化したものと考えられる。また、幹細胞マーカーである Stro-1108,109

を発現する細胞も観察され、幹細胞性を維持した DPSC が、埋入 6 週間後にお

いても形成組織の中心部で生存していることが示された。 

以上の結果から、in vitro で血管網構造を誘導した DPSC 集合体を用いること

で、血管新生が根尖孔のみから発生する無髄歯根管内という環境下においても、

集合体内部に血液成分や栄養を迅速に供給することが可能であり、血管内皮細

胞分化誘導した DPSC 集合体が歯髄様組織を効率的に再生する生体材料として

応用できる可能性が示唆された。しかしながら、本研究の結果のみでは、DPSC
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集合体によって形成された歯髄様組織が無髄歯根管内において歯髄として機

能するかどうかについては言及することができない。歯髄には血管のみならず

神経線維も多く含まれており、本研究において形成された歯髄様組織内に神経

網が構築されているかについて検討する必要がある。DPSC は外胚葉性間葉で

ある神経堤由来の細胞であり、神経細胞への分化能を有している 43,61,110。本研

究において、動物実験に用いた集合体内に幹細胞マーカーである Stro-1 陽性の

細胞が存在していたことから、無髄歯根管内に神経が形成されている可能性も

考えられ、この点についてはさらなる検討が必要である。また、本研究では、

細胞集合体の歯髄再生能を異所性移植によって評価したが、今後は、歯根周囲

が顎骨に囲まれた根管内において歯髄再生能を発揮できるか否かについて検

討を行っていく予定である。 
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Ⅴ 結論 

本研究において、細胞集合体を構成する DPSC を血管内皮細胞へ分化誘導す

ることで、血管網様構造をもった細胞集合体を in vitro で構築することに成功

した。また、動物実験により、この細胞集合体を無髄歯根管内に填入すると、

確実な歯髄様組織の形成が可能であることが明らかとなった。本研究で作製し

た血管網様構造をもつ DPSC 集合体は、効率的な歯髄再生を可能にする移植

体として応用可能であり、新規の歯髄再生医療を実現させるうえで有用である

ことが示唆された。 
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