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§1. 要旨 

 

根尖乳頭組織由来の幹細胞 stem cells from human apical papilla（SCAP）は、歯

根形成中のヒト永久歯の歯根端に存在する根尖乳頭組織から単離・同定された

間葉系幹細胞 mesenchymal stem cells（MSCs）の亜集団である。SCAP は、象牙

芽細胞へ分化し、象牙質を形成する能力を備えている。そのため歯根再生の有望

な細胞ソースと考えられている。しかしながら、SCAP の象牙芽細胞分化の詳細

な分子メカニズムについては殆ど解明されていない。 

 

研究Ⅰでは、SCAP の象牙芽細胞分化における分子メカニズムの解明、ならび

に歯根再生を見据えた SCAP を用いたスキャフォールドを使用しない（scaffold-

free）立体石灰化構造体の作製に挑戦した。phosphoinositide 3-kinase（PI3K）‐

AKT‐mammalian target of rapamycin（mTOR）シグナル経路が MSCs の細胞分化

調節に関与していることに着目し、SCAP の象牙芽細胞分化における PI3K-AKT-

mTOR シグナル経路の役割を検討した。AKT に対する small interface RNA（AKT-

siRNA）、PI3K 阻害剤 LY294002、および mTOR 阻害剤 rapamycin を用いて前処
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理し、SCAP を象牙芽細胞分化条件下で培養し、in vitro での石灰化組織形成につ

いて評価するとともに、AKT-siRNA、LY294002、rapamycin で前処理した未分化

SCAPを hydroxyapatite/tri-calcium phosphate（HA/TCP）キャリアーとともに免疫

不全マウスの皮下に移植し、in vivo 石灰化組織形成についても検討を加えた。さ

らに、SCAP 単体のスフェロイドを作製し、LY294002 および rapamycin で前処

理し、象牙芽細胞分化条件下で培養し、その立体構造体の石灰化を解析した。

AKT-siRNA、LY294002、および rapamycin による前処理は、SCAP の in vitro お

よび in vivo での石灰化組織形成を促進した。scaffold-free SCAP スフェロイドを

LY294002 および rapamycin で前処理した場合、scaffold-free 石灰化構造体の石灰

化密度が著しく向上した。これら SCAP をベースとした scaffold-free 石灰化構造

体を顎骨の骨欠損部に移植すると、その欠損部に骨再生が誘導された。以上の所

見より、PI3K-AKT-mTOR シグナル経路が、SCAP の象牙芽細胞への分化過程に

おいて負の調節シグナルとして作用していることを示唆するとともに、この経

路を予め抑制することで、SCAP による象牙質形成を促進させることができるこ

とが解明された。さらに、PI3K-AKT-mTOR シグナル経路を抑制することにより、

SCAP をベースとした scaffold-free の高密度石灰化構造体の開発に成功した。ま
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たこの SCAP ベースの scaffold-free 石灰化構造体は、象牙質・骨の再生における

有望な医療材料となりうることが示唆された。 

 

研究Ⅱでは、SCAP へのアセチルサリチル酸 acetylsalicylic acid（ASA）の応用

について検討した。ASA は様々な MSCs の分化や機能の促進に関与している。

そこで、ASA 処理による SCAP の in vitro および in vivo での象牙芽細胞分化へ

の影響を検討した。SCAP を、ASA を添加した象牙芽細胞分化条件下で培養し

た。更に ASA 処理未分化 SCAP を HA/TCP キャリアーとともに免疫不全マウス

に皮下移植した。ASA 処理は、象牙芽細胞分化条件下で培養した SCAP の runt-

related transcription factor 2（RUNX2）の発現を下降させ、SP7 transcription factor

（SP7）、nuclear factor I C（NFIC）、および dentin sialophosphoprotein （DSPP）

の発現を上昇させた。加えて、SCAP の in vitro および in vivo での象牙芽細胞分

化を促進した。一方、ASA 処理は SCAP の象牙芽細胞分化過程における AKT の

リン酸化を促進させた。興味深いことに、LY294002 および AKT-siRNA での前

処理が、ASA によって促進誘導された in vitro および in vivo での SCAP の象牙

芽細胞分化をさらに促進させたとともに、ASA によって誘導された SCAP の
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RUNX2 の発現抑制ならびに SP7、NFIC および DSPP の発現促進をさらに増強

させた。以上の所見は、ASA 処理が SCAP の象牙芽細胞の分化を有意に促進す

ることを明らかにした。また、ASA 処理と PI3K-AKT シグナル経路の抑制制御

を組み合わせることにより、SCAP を用いた歯根象牙質再生のための新たなアプ

ローチが可能であることが示唆された。 

 

以上の研究成果より、PI3K-AKT-mTOR シグナル経路が SCAP の象牙芽細胞

分化過程において重要な制御を行っていることを解明した。また、SCAP ベース

の scaffold-free 石灰化構造体の開発に成功した。更に、ASA ならびに PI3K-AKT

シグナル経路の抑制制御を応用することで、SCAP の象牙芽細胞分化を促進し、

SCAP による石灰化組織形成を顕著に増大させることが可能となった。今後、こ

れら研究成果により、SCAP を用いた象牙質および骨の再生医療への応用が期待

される。 
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§2. 緒言 

 

埋伏第 3 大臼歯のような、歯根未完成歯のヒト永久歯の歯根端には、根尖乳

頭組織が存在している。この根尖乳頭組織より単離された組織幹細胞は SCAP と

名付けられた［引用文献 1, 2］。SCAP は、自己複製能と、象牙芽細胞、脂肪細

胞、神経細胞などへの分化能、すなわち多分化能を有する、成体組織に由来する

MSCs の亜集団として同定されている［1］。また SCAP は、免疫不全マウスの

皮下に HA/TCP キャリアーとともに移植すると、象牙質/歯髄複合体を新生する

ことができる［1］。歯根形状にした HA/TCP に SCAP を充填し、歯根膜幹細胞

と共にブタ顎骨に移植すると、歯根膜を伴う歯根が形成され、歯冠補綴処置によ

りその移植体が歯根として機能することが明らかとなっている［1］。従って、

SCAP が歯根形成幹細胞として重要な役割を有し、歯根象牙質再生の有望なソー

スであることを示唆している［1, 3］。 

 

頭蓋神経堤細胞 cranial neural crest cells（CNCCs）が、歯根象牙質ならびにセ

メント質、歯根膜、および固有歯槽骨を含む歯周組織の発生と形成に非常に重要
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な役割を果たしている。しかしながら、CNCCs を出生後の成体組織から単離す

ることは非常に困難である。形成途中の歯根端に存在する根尖乳頭組織は、その

発生学的見地より CNCCs を含むことは明らか故、その組織より単離し、象牙質

形成能力を有する幹細胞である SCAP は、成体組織から単離できる CNCCs 由来

の細胞であると考えられる［1, 2］。しかし、現在、SCAP の象牙芽細胞分化に

関与する分子メカニズムについてその詳細の多くが解明されておらず、不明の

ままである。実際、SCAP は CNCCs に類似した細胞学的特徴を示すことが報告

されている［4］。歯根形成のための CNCCs の機能的統合は、p38、extracellular 

signal-regulated kinases（ERK1/2）および PI3K-AKT などの transforming growth 

factor （TGF）/TGF receptors（TBRs）下流の非古典的シグナル経路により、

厳密に制御されている［5］。この TGF/TBRs 下流の非古典的シグナル経路の

1つであるAKTは、PI3K依存性セリン/スレオニンキナーゼとして機能し、mTOR

の活性化を誘導する［6］。種々の細胞において、PI3K、AKT および mTOR が

細胞代謝および細胞分化の制御に非常に重要な役割を果たすことが知られてい

る［7］。例えば、ヒト脱落乳歯幹細胞 stem cells from human exfoliated deciduous 

teeth（SHED）では、PI3K-AKT-mTOR シグナル経路が幹細胞の性質である
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stemness を維持し［8］、象牙芽細胞ならびに骨芽細胞への分化能力を制御して

いる［9,10］。従って、CNCCs に由来する SCAP の性質を考慮すると［4］、

TGF/TBRs に関連する下流シグナル経路が、SCAP の stemness の維持および象

牙質形成能力の制御に関与することが考えられている［2］。TGF/TBRs 下流非

古典的シグナル経路はまた、歯髄幹細胞 dental pulp stem cells（DPSCs）および

SHED を含む歯髄組織由来幹細胞の維持および象牙質形成過程に関与すると報

告されている ［9, 11, 12］。実際、epiregulin の刺激下において、SCAP の細胞増

殖が p38、ERK1/2 および AKT を含む非古典的シグナル経路により調節されて

いる［13］。しかしながら、SCAP の象牙芽細胞分化における PI3K-AKT-mTOR

シグナル経路の関与については未だ報告されていない。 

 

骨移植は、顎骨欠損に対する標準治療である［14］。しかし、骨移植は、その

侵襲的な外科的採取とドナー不足による理由で、全ての顎骨欠損の患者が治療

的ベネフィットを受け取るには至っていない［15, 16］。ヒドロキシアパタイト

やβ-リン酸三カルシウムなどの生体材料を用いた骨欠損の治療が臨床で行われ

ている。最近、DPSCs と生体吸収性材料またはアパタイトが一体となった移植
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材料が骨再生治療のために開発された［17, 18］。しかし、生体材料が生体内で

分解される過程における細菌感染や免疫反応が、治療効果を減じさせるという

ことが重大な要因として捉えられている［19, 20］。本来、生体材料は異物であ

るということに加え、これらの移植後の問題を解決するために、スキャフォール

ドを使用しない（scaffold-free）様々な三次元（3D）細胞培養システムが現在積

極的に開発されている［21-23］。その中でも scaffold-free 3D 培養の一つである

細胞凝集塊（スフェロイド）の応用は、骨再生の有望なツールと考えられている

［24-26］。しかし、SCAP を用いた scaffold-free スフェロイドは開発されておら

ず、ましてやその石灰化構造体としての性質や再生医療への応用の可能性につ

いては全く研究されていない。 

 

ASA は最も広く使用されている非ステロイド性抗炎症薬の 1 つであり、シク

ロオキシゲナーゼ活性を阻害し、およびプロスタグランジンの生合成を抑制す

る［27］。最近、組織工学および細胞治療において、MSCs に対する ASA の効

果が示されている［28］。骨粗鬆症モデルである卵巣摘出マウスや自然治癒不全

の骨欠損モデルマウスにおいて、ASA は骨髄 MSCs bone marrow MSCs（BMMSCs）
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による骨再生能力を促進する［29, 30］。キャリアーとして HA/TCP を用いた免

疫不全マウスの皮下移植モデルにおいて、ex vivo にて ASA 処理を施した SHED

および DPSCs は、in vivo での象牙質形成が有意に増加した［31, 32］。これは、

ASA 処理が、SHED および DPSCs におけるテロメラーゼ逆転写酵素 telomerase 

reverse transcriptase（TERT）および Wnt シグナル経路を促進することによって、

象牙芽細胞への分化能力が上昇する事に作用していた。さらに、ASA は歯根膜

幹細胞 periodontal ligament stem cells（PDLSCs）における分化および再生能に関

連する成長因子関連遺伝子の発現を促進し、セメント質形成能力を高めること

も報告されている［33, 34］。また、最近の研究にて、ASA が SHED の免疫調節

機能を促進し、自己免疫疾患への細胞治療効果を高めることも示された［31］。

SCAP を用いた歯根象牙質の再生において、その象牙芽細胞への分化能力を向上

させ、象牙質形成を促進させるための有効な条件を検討することは非常に重要

である。DPSCs および SHED での ASA による象牙質再生能力を考慮すると［35-

38］、ASA は SCAP の象牙質形成における再生能力促進に適したツールである

可能性がある。しかしこれまでの研究では、ASA が SCAP の象牙芽細胞分化な
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らびに象牙質形成に及ぼす効果と、その分子メカニズムについて報告されてい

ない。 

 

そこで本研究の研究Ⅰでは、AKT に対する AKT-siRNA、PI3K および mTOR

に対する特異的阻害剤である LY204002 および rapamycin を用いて、SCAP の象

牙芽細胞分化における PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の役割を理解することを

目的とした。さらに、SCAP を用いて、scaffold-free 石灰化構造物を作製するこ

と、および PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制下で SCAP ベースの scaffold-

free 石灰化構造物の石灰化度を解析すること、さらに、その石灰化構造体の骨再

生医療への応用を検討することを目的とした。研究Ⅱでは、ASA が SCAP の象

牙芽細胞分化ならびに象牙質形成に及ぼす効果について検討し、その分化過程

における TGF/TBRs 下流の非古典的なシグナル経路である p38、ERK1/2 およ

び PI3K-AKT シグナル経路に着目し、ASA が SCAP の象牙芽細胞分化に影響を

及ぼすシグナル経路について明らかにすることを目的とした。さらにそのシグ

ナル経路を利用した SCAP による象牙質形成の増生にチャレンジした。 
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§3. 硏究Ⅰ 

 

 

AKT-mTOR シグナル経路の抑制が根尖乳頭組

織由来の幹細胞の象牙質・骨再生能を増強する 

 

Suppression of AKT-mTOR signal pathway 

enhances osteogenic/dentinogenic capacity of stem 

cells from apical papilla 
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§3-1. 目的 

最近の研究により、SCAP が歯根形成幹細胞としての重要な役割を有し、歯根

象牙質再生の有望なソースであることが考えられている［1，3］。しかしながら、

SCAP の象牙芽細胞分化に関与する分子メカニズムについて詳細なメカニズム

は明らかとなっていない。 

 

現在、組織再生を目的とした生体材料移植における細菌感染や免疫反応の問

題を解決するために、scaffold-free での様々な三次元細胞培養システムが開発さ

れている［21-23］。しかし、SCAP を用いた scaffold-free スフェロイドの作製な

らびにその三次元石灰化構造体の開発は行われていない。 

 

研究Ⅰでの目的は、SCAP の象牙芽細胞分化に関与する分子メカニズムを解明

すること、そして、SCAP を用いた scaffold-free での三次元石灰化構造体を作製

し、その性質を解析することである。具体的には、SCAP の象牙芽細胞分化に関

与すると考えられる PI3K-AKT-mTOR シグナル経路を阻害し、SCAP の象牙芽細

胞分化についての PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の関与を検討した。さらに、
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SCAP を用いた scaffold-free スフェロイド作製条件を検討し、三次元石灰化構造

体を開発した。また、PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制下でそれらの石灰化

を解析し、より高密度の scaffold-free 三次元石灰化構造体の開発にチャレンジし

た。さらに、SCAP ベースの scaffold-free 三次元石灰化構造体の再生医療におけ

る有用性を検討する目的で、マウス顎骨における骨欠損モデルで、この SCAP ベ

ースの scaffold-free 三次元石灰化構造体を移植し、骨欠損部での骨再生力を検討

した。 
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§3-2. 材料と方法 

3-2-1. ヒト永久歯サンプル 

ヒト永久歯サンプル（埋伏下顎第三大臼歯）は、九州大学病院小児歯科におい

て、健康なドナー（20〜23 歳）から抜歯されたサンプルを用いた。ヒトサンプ

ルの取り扱いは、九州大学ヒトゲノム/遺伝子研究機関審査委員会（プロトコル

番号：393-01）の承認を得た。また、サンプルの供与を受ける前に、ドナーに十

分説明し、同意を得たのち、書面によるインフォームドコンセントを得た。 

 

3-2-2. マウス 

BALB/cAJcl-nu/nu マウス（雄性、8 週齢）、C57BL/6 マウス（雄性、4 週齢）は

日本 SLC（日本、静岡）から購入し、九州大学動物実験委員会にて承認された動

物実験プロトコール（承認番号：A21-044-1）に従って実験に供した。 

 

3-2-3. SCAP の単離と培養 

SCAP の単離および培養は、以前の研究［1］に従った。まず、歯根が未完成

のヒト下顎第三大臼歯の根端より根尖乳頭組織を採取し、細かく刻んだ。その細
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断した組織を 37℃、60 分間酵素処理を行った。酵素処理液として、滅菌 Ca2+-

free & Mg2+-free phosphate buffered saline（PBS、pH 7.2）を溶媒とし、0.3% collagenase 

type I（Worthington Biochemicals、Lakewood、NJ）および 0.4% dispase II（Sanko 

Junyaku、Tokyo、Japan）の混合溶液を用いた。その後、その酵素処理液を 70 m 

cell strainer に通し、single cell suspension を得た。T-75 培養フラスコまたは 100 

mm 当り有核細胞を 0.1 × 106個播種し、colony forming unit-fibroblasts（CFU-F）

法［Friedenstein、1974］に従って細胞を単離培養した。播種の 3 時間後、フラス

コ（またはディッシュ）を滅菌 PBS で洗浄し、浮遊細胞を除去した。その後、

プラスチック製培養フラスコ（またはディッシュ）上に付着した細胞を増殖培地

中で培養した。増殖用培地は、Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification

（MEM、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA）の基礎培地に、15% fetal bovine 

serum （FBS、Equitech-Bio、 Kerrville、 TX）、100 M L-ascorbic acid 2-phosphate

（Wako Junyaku、Osaka、Japan）、2 mM L-glutamine（Nacalai Tesque、Kyoto、

Japan）およびプレミックス抗生物質（100 U/mL penicillin/100 g/mL streptomycine；

Nacalai Tesque）を混合したものを使用した。細胞播種の 14 日〜16 日後、顕微鏡

下で付着した細胞コロニーが確認され、コロニー形成細胞を継代培養した。増殖
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培地は週 2 回交換した。継代数 3（P3）の培養細胞を用いて、以前の報告［1, 39］

に従って MSCs および SCAP としての細胞特性を解析した。また、この P3 細胞

を硏究Ⅰの実験に供した。 

 

3-2-4. CFU-F 解析 

上記酵素処理にて永久歯の根尖乳頭組織から得た細胞を 100 mm ディッシュ

当り 0.1 × 106 個播種し、 16 日間培養した。付着したコロニーを 2% 

paraformaldehyde と 2% toluidine blue を含む PBS（PH7.2）を用いて室温で一晩処

理した。その後、PBS で十分に洗浄した。その後、デジタルカラーカメラ AxioCam 

ERc 5s（Carl Zeiss Microscopy、Jena、Germany）を装着した倒立顕微鏡 Primo Vert

（Carl Zeiss Microscopy）を用いて、コロニーを観察した。1 コロニー当り 50 個

以上の細胞からなる細胞集団を CFU-F コロニーと見なし、それらの画像を撮影

した。 

 

3-2-5. フローサイトメトリー解析 

P3 培養細胞をフローサイトメトリー用緩衝液に 1.0 × 106/100 mL の濃度で懸
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濁し、4 ℃で維持した。R-phycoerythrin（R-PE）標識の表面抗原特異的抗体（1 

µg）を 4 ℃で 45 分間反応させた。フローサイトメトリー用緩衝液として、2%

熱不活化 FBS（Equitech-Bio）を含有する Hanks’s balanced salt solution（HBSS）

を調整し、使用した。コントロールとして、抗原特異的抗体の代わりに特異抗体

に対応する R-PE 標識アイソタイプ適合抗体（1 µg）を使用した。染色したサン

プルをフローサイトメトリー用緩衝液で洗浄し、フローサイトメーター

FACSVerse（BD Bioscience、Franklin Lake、NJ）で計測し、FACSuite software（BD 

Bioscience）を用いて解析した。その陽性細胞の数（百分率）は、対応するアイ

ソタイプ適合抗体で染色されたコントロール細胞の 1％未満の偽陽性率を閾値

として決定した［7］。本フローサイトメトリー解析に使用した標的抗原特異的抗

体は、表 3-1 に記載した。  
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表 3-1：フローサイトメトリーに使用した抗体のリスト 

（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 

                   

抗体名  アイソタイプ クローン 標識  供給源            

anti-CD14  mouse IgG1,  61D3 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD24  mouse IgG1,  SN3 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD34  mouse IgG1,  4H11 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD45  mouse IgG1,  2D1 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD73  mouse IgG1,  AD2 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD90  mouse IgG1,  5E10 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD105 mouse IgG1,  SN6 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA） 

anti-CD146 mouse IgG1,  P1H12 R-PE  Thermo Fisher Scientific （Waltham, WA）  

R-PE: R-phycoerythrin 
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3-2-6. ポピュレーションダブリング解析 

細胞を T-75 フラスコに増殖培地で播種した。各継代の細胞の増殖がサブコン

フルエントの状態に達した時点で、通法に従って継代に伏し、培養した。これら

の継代・培養の手順は、細胞の分裂能が失われるまで繰り返した。各継代でポピ

ュレーションダブリングスコアを以下の計算式を用いて計算した：数式 = log2 

［培養後に得られた細胞数/播種した細胞数］）［7］。その総計を PD スコアとし

た。PD スコアは、各サンプルにつき 3 つの独立した解析で算出した。 

 

3-2-7. 多分化能試験 

以前の研究に従って、SCAP を象牙芽細胞、軟骨細胞および脂肪細胞の各分化

誘導条件で培養した［1,40］。 

3-2-7-1. In vitro 象牙芽細胞分化誘導解析 

SCAP（P3、100 × 103）を 60mm ディッシュ上でフルコンフルエントになるま

で増殖させた。その後、象牙芽細胞分化誘導培地でインキュベートした。象牙芽

細胞分化誘導培地は、増殖培地に 1.8 mM potassium dihydrogen phosphate （Merck、

Kenilworth、NJ）および 10 nM dexamethasone（Merck）を追加したものである［1］。
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象牙芽細胞分化誘導培地は週 2 回交換した。SCAP を増殖培地中で培養した群を

コントロールとした。象牙芽細胞特異的タンパク質および遺伝子、そして細胞内

シグナル分子の発現を分析するために、象牙芽細胞分化誘導 1 週間後に培養細

胞を回収し、ウェスタンブロット法および逆転写定量的ポリメラーゼ連鎖反応

reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction（RT-qPCR）法にて解析し

た。象牙芽細胞分化誘導 4 週間後、石灰化結節形成を解析するために、培養サン

プルをアリザリンレッド-S 染色に供した。石灰化結節中の含有カルシウムを解

析するために、以前の方法［41］に従って、アリザリンレッド-S 染色を施した培

養サンプルよりアリザリンレッド-S 色素を 100 mM 塩化セチルピリジニウム

（Merck）にて抽出し、分光光度計 Multiskan GO（Thermo Fisher Scientific）を用

いて波長 570 nm にて可溶化したアリザリンレッド-S 色素を測定した。 

3-2-7-2. In vitro 軟骨細胞分化誘導解析 

SCAP（P3、0.1 × 106 /well）を低接着性 96 ウェルマルチウェルプレート

PrimeSurface 96U multiwell plates（Sumitomo Bakelite、Tokyo、Japan）の well に播

種し、各 well 中で増殖培地を用いてスフェロイドを作製した。その後、軟骨形

成培地で培養した。軟骨細胞分化誘導培地として、Dulbecco’s modified Eagle’s 
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medium（Thermo Fisher Scientific）に 15％ FBS（Equitech-Bio）、100 mM L-ascorbic 

acid 2-phosphate（Wako）、2 mM L-glutamine（Nacalai Tesque）、2 mM sodium pyruvate

（ Nacalai Tesque ）、 1% insulin-transferring-selenium mixture （ Thermo Fisher 

Scientific）、100nM dexamethasone（Merck）、10 ng/mL TGFβ1（PeproTech、Rocky 

Hill、NJ）、プレミックス抗生物質（100 U/mL penicillin/100 µg/mL streptomycine；

Nacalai Tesque）を混合した培地を使用した。軟骨細胞分化誘導培地は週２回交

換した。誘導の 6 週間後、軟骨細胞分化培養サンプルを用いて軟骨細胞特異的

遺伝子を RT-qPCR 法にて解析した。増殖培地で６週間培養した SCAP スフェロ

イドをコントロールとした。 

3-2-7-3. In vitro 脂肪細胞分化誘導解析 

SCAP（P3、5 × 103/dish）を 60mm ディッシュに播種し、増殖培地でコンフル

エントになるまで培養した。その後、増殖培地に 500 M isobutyl-methylxanthine

（Merck）、60 M indomethacin（Merck）、0.5 M hydrocortisone（Merck）、10 M 

insulin（Merck）を添加した脂肪細胞分化誘導培地で培養した。脂肪細胞分化誘

導培地は週 2 回交換した。脂肪細胞分化誘導 4 週間後、脂肪細胞分化培養サン

プルを用いて脂肪細胞特異的遺伝子を RT-qPCR 法により解析した。コントロー
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ルとして、SCAP を増殖培地で 4 週間培養した。 

象牙芽細胞分化の特異的遺伝子として runt related transcription factor 2

（ RUNX2）、 bone gamma-carboxyglutamate protein （ BGLAP）および dentin 

sialophosphoprotein（DSPP）を、軟骨細胞の分化特異的遺伝子として SRY-box 9

（SOX9）および collagen type X alpha 1 chain（COL10A1）、脂肪細胞の分化特異

的遺伝子として peroxisome proliferator-activated receptor gamma（PPARG）および

lipoprotein lipase（LPL）をターゲットとして解析を行った。 

 

3-2-8. AKT-siRNA、LY294002 および rapamycin による前処理 

AKT-siRNA（20nM；Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、CA）は、Lipofectamine 

RNA iMax（Thermo Fisher Scientific）とともに抗生物質を含まないMEM（Thermo 

Fisher Scientific）に溶解させた。この AKT-siRNA 溶液で SCAP を 3 日間前培養

し、AKTの機能的ノックダウンを施した。また、dimethyl sulfoxide（DMSO；Wako）

で希釈したLY294002（50 M；Wako）および rapamycin（100 nM；LKT Laboratories、

St. Paul、MN）を添加した増殖培地で、SCAP を 3 日間前培養した。コントロー

ルとして、AKT-siRNA の代わりに control scrambled siRNA （ Santa Cruz 
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Biotechnology）を、LY294002 および rapamycin の代わりに DMSO（Wako）のみ

で細胞を処理した。この前処理した SCAP をその後の in vitro および in vivo 実験

に使用した。 

 

3-2-9. In vivo 石灰化組織形成解析 

以前の研究［1,41］に従って、in vivo での SCAP による石灰化組織形成に関す

る解析を行った。増殖条件下で培養した SCAP（P3、4 × 106）と HA/TCP 顆粒（40 

mg；Zimmer Inc.、Warsaw、IN）とを 37℃、90 分間、増殖培地中で混合した。免

疫不全マウス Balb/cAJcl-nu/nu（雄性、8 週齢；SLC Japan、Shizuoka、Japan）の

背部皮下にポケットを作製し、その混合物を一塊としてポケット内に移植した。

コントロールとして、SCAP を含まない HA/TCP（40mg；Zimmer Inc.）を同様に

移植した。移植から 8 週間後、移植片を組織学的解析ならびに RT-qPCR 解析に

供した。 

 

3-2-10. In vitro における SCAP ベースの Scaffold-free 石灰化構造体の作製 

Scaffold-free 石灰化構造体に適したスフェロイドの形成の条件検討を行った。
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つまり、低接着性 96 ウェルマルチウェルプレート PrimeSurface 96U multiwell 

plates（Sumitomo Bakelite、Tokyo、Japan）に播種する SCAP の初期細胞密度なら

びにスフェロイド形成培養期間について予備試験を行なった。播種する SCAP の

初期細胞密度として、１well 当り 1 × 104個、5 × 104個、1 × 105個、2 × 105個、

3 × 105個、4 × 105個、5 × 105個、1 × 106個、スフェロイド形成培養期間として、

1 日、2 日、3 日、7 日、14 日、21 日および 28 日とした。培養液は通常の増殖培

地を用いた。上記培養期間において継時的にデジタルカラーカメラ AxioCam 

ERc 5s（Carl Zeiss Microscopy）を装着した倒立型顕微鏡 Primo Vert（Carl Zeiss 

Microscopy）にて、スフェロイド形成状態を観察するとともに、培養状態を画像

として記録した。スフェロイドに当たる凝集した領域の面積のみ、画像解析ソフ

ト Image-J（National Institutes of Health［NIH］、Bethesda、MA）で解析した。凝

集していない領域は、測定から除外した。この予備実験の結果より、初期細胞密

度は１well 当り 1 × 105、スフェロイド形成培養期間は 7 日、これらを SCAP の

スフェロイド形成のための最適条件として決定した。 

 

この最適条件下で作製された SCAP ベースの scaffold-freeスフェロイドを象牙
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質形成培地で 4 週間培養した。象牙質形成培地は、3-2-7-1 で用いた象牙芽細胞

分化培地と同一組成の培地を使用し、週 2 回、培地交換を行なった。コントロー

ルとして、いくつかのスフェロイドを増殖培地で培養した。各期間において、培

養したスフェロイドを顕微鏡で画像化した。作製した石灰化構造体は、デジタル

カラーカメラ AxioCam ERc 5s（Carl Zeiss Microscopy）を装着した倒立顕微鏡

Primo Vert（Carl Zeiss Microscopy）および実体顕微鏡 SteREO Discovery.V12（Carl 

Carl Zeiss Microscopy）でこれら球状石灰化構造体を観察し、画像を撮影した。さ

らに、マイクロコンピュータ断層撮影 micro-computed tomography（マイクロ CT）

解析および蛍光 X 線分析（X-ray fluorescence 分析；XRF 分析）にもこれら石灰

化構造体を供した。 

 

3-2-11. マイクロ CT 解析 

石灰化構造体サンプルは、マイクロ CT 走査システム Skyscan 1076（Skyscan、

Kontich、Belgium）で画像化し、CT-Analyzer（Skyscan）を用いて骨ミネラル密度

（bone mineral density；BMD）および骨パラメータを解析した［42］。BMD 値は、

0.25 g/cm3 および 0.75 g/cm3 の BMD 値を有するヒドロキシアパタイトファント



 26 

ム（Skyscan）を用いて標準化した。 

 

3-2-12. XRF 分析 

SCAP ベースの球状構造物を蒸留水中に浸漬し、分析用エタノールで注意深く

洗浄した。スフェロイド中のカルシウム含量は、JSX-1000S X-ray fluorescence 

spectrometer（JEOL、東京、日本）でファンダメンタルパラメータ法により分析

した。コントロールとして、ヒト脱落歯サンプルを用いた。 

 

3-2-13. RT-qPCR 解析 

TRIzol（Thermo Fisher Scientific）を用いて、培養サンプルから RNA を抽出し、

DNase I （Promega、Madison、WI）で酵素処理した。抽出物中のゲノム DNA の

コンタミネーションをチェックした。つまり、抽出 RNA とヒト glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）のプライマーペア、Quick Taq HS DeyMix

（TOYOBO、Osaka、Japan）を混合し、サーマルサイクラーT-100（Bio-Rad 

Laboratories、Hercules、CA）にて PCR 反応を行った。PCR 反応条件は、まず 95℃、

120 秒反応させ、95℃、30 秒間、60℃、30 秒間、68℃、60 秒間の 3 ステップ増
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幅を 30 サイクル行なった。各 PCR 増幅産物 5 l を 2% agarose gel にアプライし、

Mupid-2plus（Mupid、Tokyo、Japan）にて電気泳動を行なった。その後、ゲルを 2% 

ethidium bromide で染色し、ゲル撮影装置 Gel Doc System（Bio-Rad Laboratories）

にて画像化した。抽出 RNA のゲノム DNA のコンタミネーションは含まれてい

ないことを確認した。ゲノム DNA のコンタミネーションが検出された場合、再

度 DNase I（Promega）を用いて抽出試料を処理し、上記の方法で確認した。ゲノ

ム DNA のコンタミネーションチェック済みの抽出 RNA サンプルは、RNeasy 

Mini kit（Qiagen、Venlom、Netherlands）を用いて、トータル RNA として精製し

た。トータル RNA を用いて、ReverTra Ace qPCR kit（TOYOBO）を使用して cDNA

を作製した。 

 

Eagle Taq Universal Master Mix（Roche、Basel、Switzerland）および TaqMan プ

ローブ（Thermo Fisher Scientific）を用いて cDNA（10ng）をリアルタイム PCR 装

置 LightCycler 96 system（Roche）上で増幅して、qPCR に適用した。PCR 条件は

以下のように設定した。プレインキュベーション 1（50℃、120 秒間）、プレイン

キュベーション 2（95℃、600 秒間）および 2 ステップ増幅（95℃、15 秒間およ
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び 60℃、60 秒間 45 サイクル）として反応を行った。各標的遺伝子の発現は、

18S ribosomal RNA にて標準化した。今回、研究に用いた全てのプローブは

Applied Biosystems より購入した。標的 TaqMan プローブは表 3-1 に列挙した。 
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表 3-2：RT-qPCR に用いたプローブのリスト 

（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 

       

Name   Gene assay ID Number  

BGLAP   Hs01587814_g1 

COL10A1   Hs00166657_m1 

DSPP   Hs00171962_m1 

LPL   Hs00173425_m1 

PPARG   Hs0115513_m1 

RUNX2   Hs00231692_m1 

SOX9   Hs01001343_g1 

TBR1   Hs00232429_m1 

TBR2   Hs00234253_m1 

TBR3   Hs00234257_m1 

Ribosomal RNA, 18S  Hs99999901_s1  

BGLAP: bone gamma-carboxyglutamate protein 

COL10A1: collagen type X alpha 1 chain 

DSPP: dentin sialophosphoprotein 

LPL: lipoprotein lipase 

PPARG: peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

RUNX2: runt related transcription factor 2 

SOX9: SPY-box 9 

TBR1: transforming growth factor receptor type I 

TBR2: transforming growth factor receptor type II 

TBR3: transforming growth factor receptor type II 
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3-2-14. ウェスタンブロット解析 

培養 SCAP サンプルからトータルタンパク質を抽出した。抽出には、M-PER 

mammalian protein reagent（Theermo Fisher Scientific）にプロテアーゼインヒビタ

ーカクテル（Nacalai Tesque）とホスファターゼインヒビターPhoSTOP（Roche）

を添加した抽出液を使用した。Protein Assay（Bio-Rad Laboratories）を用いて、

トータルタンパク質の濃度を計測した。測定には、分光光度計 Multiskan GO

（Thermo Fisher Scientific）を使用し、波長 595 nm で測定を行った。トータルタ

ンパク質サンプルは、NuPAGE LDS Sample Buffer (4×)を用いて、70℃、7 分間処

理し、その後、室温放置した。 

 

作製したトータルタンパク質サンプルは、10% TGX FastCast acrylamide gels

（Bio-Rad Laboratories）を用いて電気泳動にて分離し、Trans-Blot Turbo Transfer 

System RTA Transfer Kit（Bio-Rad Laboratories）と Trans-Blot Turbo blotting system

（Bio-Rad Laboratories）を用いて、polyvinylidene difluoride メンブレン（Bio-Rad 

Laboratories）に転写した。5% skim milk を含有した Tris-buffered saline（150 mM 

NaCl、20 mM Tris-HCl、pH 7.2）にて、転写メンブレンを 1 時間、室温でブロッ
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キング処理した。その後、一次抗体にて 4℃で一晩インキュベートした。その後、

horseradish peroxidase（HRP）標識二次抗体（1：1000、Santa Cruz Biotechnology）

にて室温で 1 時間インキュベートした。メンブレンは、SuperSignal West Pico

（Thermo Fisher Scientific）を使用して化学発光を行い、イメージャーImageQuant 

LAS 4010（GE Healthcare Life Sciences、Pittsburgh、PA）にて画像化した。内部コ

ントロール評価のために、各メンブレンを WB Stripping Solution Strong（Nacalai 

Tesque）で処理し、再処理メンブレンを抗-アクチン（actin beta；ACTB）抗体

（Merck）で再プローブし、続いて HRP 標識二次抗体（1：1,000、Santa Cruz 

Biotechnology）にてインキュベートした。本ウェスタンブロット解析で使用した

特異的抗体を表 3-2 に列挙した。各バンドの強度は、Image-J（NIH）を用いて測

定し、対応する ACTB バンドの強度を用いて標準化した。 
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表 3-2：ウェスタンブロット及び免疫蛍光解析用抗体リスト 

（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 

             

Name   Host/Isotype Supplier        

anti-ACTB   mouse IgG1 Merck （Kenilworth, NJ） 

anti-AKT   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-AKT, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-BGLAP  rabbit IgG  LifeSapn BioScience （Seattle, WA） 

anti-DSPP   mouse IgG2b Santa Cruz Biotechnology （Dallas, TX） 

anti-ERK1/2  rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-ERK1/2, phosphorylated mouse IgG1 Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-mitochondria, human mouse IgG1 Merck （Kenilworth, NJ） 

anti-mTOR   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-mTOR, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-p38   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-p38, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-RUNX2  rabbit IgG  Abcam （Cambridge, England）      

ACTB: actin,  

BGLAP: bone gamma-carboxyglutamate acid protein 

DSPP: dentin sialophosphoprotein 

ERK: extracellular signal-regulated kinases 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

RUNX2: runt-related transcription factor 2 
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3-2-15. 組織学的解析 

組織サンプルは、PBS に 4%paraformaldehyde を溶解した固定液（pH 7.2）で

4℃、一晩浸漬固定した。その後、10% ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）溶

液（pH8.0）で脱灰した。脱灰サンプルは通法に従って、上昇エタノール系列で

脱水し、パラフィンに包埋した。厚さ 6 m のパラフィン切片を作製し、脱パラ

フィン処理後、通法に従って、ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin and eosin；

H&E）染色を施し、Malinol（Muto Pure Chemicals、Tokyo、Japan）を用いてサン

プルを封入した。全ての H＆E 染色切片は、デジタルカラーカメラ AxioCam ERc 

5s（Carl Zeiss Microscopy）を装着した正立顕微鏡 Axio LabA1（Carl Zeiss 

Microscopy）で観察し、画像を撮影した。 

 

一部のパラフィン切片は免疫蛍光染色に利用した。つまり、脱パラフィン処理

後、一次抗体で 4℃、一晩処理した。その後、切片は Alexa Fluor 647 標識二次抗

体（1:100；Agilent、Santa Clara、CA）と共にインキュベートした。切片を最終

的に 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI；Nacalai Tasque）で核染

色を施し、蛍光染色用封入剤 Fluoromout/Plus（Agilent）を用いてサンプルを封入
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した。免疫蛍光コントロールとして、一次抗体の代わりにアイソタイプ適合抗体

（マウス IgG1; Santa Cruz Biotechnology）で切片を染色した。全ての免疫蛍光染

色切片は、デジタルモノクロカメラ AxioCam 506 mono（Carl Zeiss Microscopy）

と ApoTome.2 optical section system を装着した正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl 

Carl Zeiss Microscopy）で観察し、画像を撮影した。 

 

形態学的解析のために、H＆E 染色切片から無作為に 7 つの領域を選択した。

各領域における新たに形成された石灰化組織領域を Image-J software（NIH）によ

って測定し、全組織領域に対する石灰化組織領域の比を計算した。 

 

3-2-16. 顎骨欠損モデルにおける in vivo 骨再生の解析 

顎骨欠損モデルにおいて in vivo 骨再生解析を行った［43］。顎骨欠損は、野生

型 C57BL/6 マウス（4 週齢、雄性；SLC）の左側上顎第一大臼歯の近心頬側根の

周囲に形成した。SCAP または SCAP ベースの scaffold-free スフェロイド（0.1 × 

106 /well）は、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）による前処理下で

3 日間培養した。その後、SCAP ベースの scaffold-free スフェロイドを象牙質形
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成条件下で４週間培養し、石灰化構造体を作製した。未分化 SCAP（P3、4 × 106）

と HA/TCP 顆粒（40 mg；Zimmer Inc.）とを 37℃、90 分間、増殖培地中で混合

し、骨窩洞内に移植した。一方、SCAP ベースの石灰化構造体は、移植前に DNase 

I （Promega）で 37℃、120 分処理し、オートクレーブにて滅菌処理し、単独で

骨窩洞内に移植した。HA/TCP キャリアーを骨欠損部に移植した群を SCAP 移植

のコントロールとし、骨欠損部に何ら材料を移植しなかった群を SCAP ベース

の石灰化構造体のコントロールとした。移植 8 週間後にサンプルを採取し、H&E

染色による組織学的解析に供した。以前、報告された評価基準［43］に従って、

骨欠損領域を形態組織学的に解析した。 

 

3-2-17. 統計解析 

統計的結果は、少なくとも 3 回の測定の平均±標準誤差（SEM）として表し

た。2 群間の比較を、独立した両側スチューデント t 検定によって分析した。複

数群の比較は、Tukey's post hoc test に続いて一方向反復測定分散分析で行った。

P<0.05 の値を有意であると考えた。すべての統計分析は、PRISM 6 software 

program （GraphPad Software, La Jolla、CA）を用いて行った。 
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§3-3. 結果 

3-3-1. SCAP は多能性 MSCs である 

ヒト永久歯の未完成歯根の根尖乳頭組織から酵素処理により単離された細胞集

団の中には、プラスチック製培養ディッシュ上に、紡錘形を呈し、付着する細胞

がクラスターを形成する能力を有する細胞集団が存在していた（図 3-3-1 a、

b）。その付着性細胞コロニーの大きさと細胞密度にコロニー間で差が認められ

た図 3-3-1 a、b）。 

 

フローサイトメトリーによる表面抗原の解析により、付着性コロニー形成細胞

の P3 細胞（以後、P3 細胞と記載）は、CD146、CD105、CD73 および CD90 を

陽性発現するが、造血系細胞の表面抗原である CD34、CD45 および CD14 は発

現していなかった（図 3-3-1 c）。興味深いことに、その P3 細胞は、熱安定性抗

原であり、リンパ球に発現する CD24 も陽性を示した（図 3-3-1 c）。実は、CD24

は未分化の DPSCs ではその発現は認めらないが、未分化の SCAP に発現が報告

され、未分化 SCAP の特異的マーカーと考えられている［1］。 
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ポピュレーションダブリング解析にて、付着性コロニー形成細胞は高い細胞増

殖能力を示したが、その増殖能力は無限でなく、総ポピュレーションダブリング

スコア 76.5±3.8 を示す増殖能力に限界のある細胞集団であった。 

 

象牙芽細胞・軟骨細胞および脂肪細胞への分化誘導条件下で、それぞれの分化誘

導培養後 1 週、4 週および 6 週において培養された P3 細胞において、象牙芽細

胞・軟骨細胞および脂肪細胞における特異的遺伝子の発現を RT-qPCR 法で解析

した。分化誘導を受けていないコントロール P3 細胞と比較して、象牙芽細胞分

化特異的遺伝子である RUNX2、BGLAP および DSPP、軟骨細胞分化特異的遺伝

子である SOX9 および COL10A1、脂肪細胞分化特異的遺伝子である PPARG およ

び LPL の発現が著しく上昇していた（図 3-3-1 d）。 

 

以上のプロファイリング結果を MSCs の最低基準および SCAP としての特性の

基準［1］と照合した結果、今回、ヒト歯の根尖乳頭から単離した付着性コロニ

ー形成細胞は SCAP として同定された。 
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図 3-3-1．SCAP の特性解析 

（a、b）付着コロニー形成解析。トルイジンブルー染色。付着コロニー像。バー

= 20 mm（a）。形成したコロニーはそのサイズおよび密度に差を有していた。バ

ー = 5 mm（b）。（c）フローサイトメトリー解析。SCAP の免疫表現型を示す。

赤色ヒストグラム領域：細胞表面マーカー特異的抗体染色群、白色ヒストグラム

領域：コントロール抗体染色群。数値は、各表面抗原の陽性細胞の百分率の平均

値を表示。（d）多分化能解析。RT-qPCR 解析。SCAP における象牙芽細胞、軟骨

細胞および脂肪細胞マーカー遺伝子の発現。結果は、18S リボソーム RNA（18S）

の発現に対する割合の平均値±標準誤差で表示。黒色棒グラフ：象牙芽細胞分化

誘導、軟骨細胞分化誘導および脂肪細胞分化誘導 SCAP 群。白色棒グラフ：コン

トロール分化未誘導 SCAP 群。BGLAP、bone gamma-carboxyglutamate protein；

COL10A1、collagen type X alpha 1 chain；DSPP、dentin sialophosphoprotein；LPL、

lipoprotein lipase；PPARG、peroxisome proliferator-activated receptor gamma；RUNX2、

runt related transcription factor 2；SOX9、SRY-box 9。n = 5。*** P <0.005。（Tanaka 

et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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3-3-2. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路は、SCAP の象牙芽細胞分化過程で上昇す

る 

SCAP の象牙芽細胞分化能力を更に追求するために、in vitro 石灰化組織形成能

力をカルシウムと親和性の高いアリザリンレッド-S 染色法にて試験した。象牙

芽細胞分化誘導 4 週間後の SCAP 培養系において、未分化コントロール SCAP

と比較して、カルチャーディッシュ上に大量のカルシウム沈着が認められた（図

3-3-2 a、b）。 

 

ウェスタンブロット解析にて、象牙芽細胞分化誘導 1 週後の SCAP 培養系にお

いて、未分化コントロール SCAP と比較して、象牙芽細胞分化特異的分子であ

る RUNX2、BGLAP および DSPP の発現レベルが顕著に増大していた（図 3-3-2 

c、d）。この象牙芽細胞分化特異的タンパク質発現の結果は、RT-qPCR 法による

象牙芽細胞分化特異的遺伝子 RUNX2、BGLAP および DSPP の発現上昇の結果

（図 3-3-1 d）により支持される結果となった。 
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図 3-3-2．SCAP の in vitro 象牙芽細胞分化能力 

SCAP を象牙芽細胞分化培地（Os/Den）で培養した。（a、b）象牙芽細胞分化 4 週

後における石灰化組織形成解析。アリザリンレッド-S 染色。アリザリンレッド-

S 染色像。バー= 25 mm（a）。カルシウム沈着解析（b）。（c、d）象牙芽細胞分化

1 週後における象牙芽細胞分化特異的タンパク質 RUNX2、BGLAP および DSPP

の発現解析。ウェスタンブロット解析。ウェスタンブロット像（c）。β-アクチ

ン（actin, beta；ACTB）に対する RUNX2、BGLAP および DSPP の相対的発現比

較（d）。b、d：n = 5。** P <0.01、*** P <0.005。グラフは平均値±標準誤差で表

示。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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次に、SCAP の in vivo における象牙質形成能力について検討した。SCAP を、

HA/TCP キャリアーとともに免疫不全マウスの背部皮下に移植した。移植後 8 週

での移植体で組織学的解析を行うと、SCAP 移植組織に新たな石灰化組織の形成

が確認された（図 3-3-3 a）。一方、HA/TCP 単独移植のコントロール移植体では、

新生石灰化組織は全く認められなかった（図 3-3-3 a）。 

 

免疫蛍光染色法にて、移植ドナー細胞による新生石灰化組織の形成への関与を

検討した。ヒト・ミトコンドリアに陽性反応を示す細胞が、SCAP 移植組織の新

生石灰化マトリックス上に配置されていた（図 3-3-3 b）。一次抗体の代わりに

アイソタイプが一致した抗体で染色したサンプルでは、蛍光強度は検出されな

かった（データ未提示）。 

 

更に、移植体におけるヒト RUNX2、ヒト BGLAP およびヒト DSPP の発現を RT-

qPCR 法で解析した。ヒト RUNX2、ヒト BGLAP およびヒト DSPP の発現が SCAP

移植組織において検知された（図 3-3-3 c）。一方、HA/TCP 単独移植のコント

ロール移植体では、ヒト RUNX2、ヒト BGLAP およびヒト DSPP の発現は検出
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されなかった（図 3-3-3 c）。 

 

以上の結果から、今回の in vitro ならびに in vivo の実験系で SCAP は、象牙芽細

胞へ分化し、象牙質の基質を形成する能力を備えていることが証明され、SCAP

が歯根再生医療における優れた細胞ソースであると考えられた。 

 

 

 

図 3-3-3．SCAP の in vivo 石灰化組織形成能力 

（a、b）SCAP 皮下移植実験。ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色による移植

組織（TP）の組織像。バー = 100 µm（a）。免疫蛍光染色によるヒト・ミトコン

ドリア（hMt）抗体での染色像。バー= 50 µm（b）。（c）SCAP 移植体におけるヒ

ト RUNX2、BGLAP および DSPP 発現解析。RT-qPCR 解析。発現結果は、18S リ

ボソーム RNA（18S）の発現に対する相対的発現比較とし、平均値±標準誤差で

表示。n = 5。nd、未検出。a、b：CT、結合組織；HA、ヒドロキシアパタイト/リ

ン酸三カルシウム。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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予備的 RT-qPCR 解析により、SCAP において、TBR1、TBR2 および TBR3 の各遺

伝子発現を解析したところ、いずれの遺伝子も SCAP において発現が確認され

た（図 3-3-4）。歯根発生における TGFβ/TBRs シグナルの発生学的重要性を鑑み

ると［5］、この RT-qPCR の結果は、TGFβ/TBRs 下流の細胞内シグナル経路が、

SCAP の象牙芽細胞への分化と象牙質形成に関与している可能性を示唆する結

果となった。 

 

 

 

図 3-3-4．SCAP における transforming growth factor receptors（TBRs）発現 

RT-qPCR 解析。SCAP における TBR type I（TBR1）、TBR2 および TBR3 の発現。

18S リボソーム RNA（18S）の発現に対する相対的発現比較とし、平均値±標準

誤差で表示。n = 5。 ns、有意差無し。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 よ

り改変） 
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TGFβ/TBRs 下流シグナルとして古典的シグナル経路と非古典的シグナル経路

が知られている［5］。前者は Smad2/3 が、後者は AKT、p38 そして ERK1/2 の関

与が強く考えられている。そこで、象牙芽細胞分化誘導 1 週後の SCAP 培養系

（象牙芽細胞分化誘導 SCAP）とその未分化コントロール SCAP 培養系（未分化

SCAP）における、これらシグナル分子ならびにそのリン酸化のレベルをウェス

タンブロット法にて検討することとした。 

 

まずは、象牙芽細胞分化誘導 SCAP と未分化 SCAP における古典的シグナル経

路分子である Smad2/3 の発現を解析した。象牙芽細胞分化誘導 SCAP と未分化

SCAP における発現は同等のレベルであった（データ未提示）。また、象牙芽細

胞分化誘導 SCAP と未分化 SCAP における Smad2/3 のリン酸化のレベルも同等

であった（データ未提示）。 
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非古典的シグナル経路分子の一つである AKT は、象牙芽細胞分化誘導 SCAP と

未分化 SCAP における発現は同等のレベルであったが、そのリン酸化のレベル

が、未分化 SCAP と比べて象牙芽細胞分化誘導 SCAP において著しく上昇して

いた（図 3-3-5 a、b）。AKT の下流シグナル分子である mTOR においても、相

対的リン酸化のレベルが著しく増強していた（図 3-3-5 c、d）。 

 

 

 

図 3-3-5． 象牙芽細胞分化誘導 SCAP における AKT および mammalian target 

of rapamycin（mTOR）の発現とそのリン酸化についての解析 

（a-d）ウェスタンブロット解析。SCAP を象牙芽細胞分化培地（Os/Den）で 1 週

間培養した。AKT およびリン酸化 AKT（p-AKT）（a）、mTOR およびリン酸化

mTOR（p-mTOR）の発現（c）。AKT（b）および mTOR（d）の相対的リン酸化

の発現を表示。b、d：n = 5。* P <0.05、*** P <0.005。結果は平均値±標準誤差

で表示。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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一方、非古典的シグナル経路分子である p38 および ERK1/2 の発現とリン酸化

は、象牙芽細胞分化誘導 SCAP と未分化 SCAP との間にほとんど差が認められ

なかった（図 3-3-6）。 

 

以上の所見より、SCAP の in vitro 象牙芽細胞分化過程において、TGFβ/TBRs 下

流シグナルの AKT-mTOR シグナル経路の関与が示唆された。 

 

 

 

図 3-3-6．象牙芽細胞分化誘導 SCAP における p38 および extracellular regulated 

kinases 1/2（ERK1 / 2）の発現とそのリン酸化についての解析 

（a-d）ウェスタンブロット解析。SCAP を象牙芽細胞分化培地（Os/Den）で 1 週

間培養した。p38 およびリン酸化 p38（p-p38）（a）、ERK1/2 およびリン酸化 ERK1 

/ 2（p-ERK1 / 2）の発現（c）。p38（b）および ERK1/2（d）の相対的リン酸化の

発現を表示。b、d：n = 5。ns：有意差無し。結果は平均値±標準誤差で表示。

（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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3-3-3. SCAP の PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制は、SCAP の in vitro 象牙

芽細胞分化を促進する 

次に、SCAP の象牙芽細胞分化における PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の役割を

理解するために、AKT-siRNA（20 nM）、LY294002（50 M）および rapamycin（100 

nM）を SCAP に予め 3 日間作用させ、象牙芽細胞分化誘導を行った（図 3-3-7 

a）。この前処理のコントロールとして、scrambled siRNA および DMSO を用い

た。また、AKT-siRNA（20 nM）、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）

を作用させた直後、ウェスタンブロット法にて各標的シグナル経路に対する効

果を確認した。象牙芽細胞分化誘導１週後と 4 週後のそれぞれの時点で、象牙

芽細胞特異的タンパク質の発現ならびに石灰化組織の形成について、ウェスタ

ンブロット法ならびにアリザリンレッド-S 染色法で解析した。 

 

SCAP を 3 日間、AKT-siRNA（20 nM）で前処理した。ウェスタンブロット解析

にて、AKT-siRNA 前処理 SCAP では、AKT 発現の低下とともに、リン酸化 AKT

の発現の低下を示した（図 3-3-7 b-d）。 
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図 3-3-7．SCAP に対する AKT-siRNA 前処理 1 

（a）AKT siRNA、LY294002 および rapamycin による前処理と象牙芽細胞分化の

スキーム。SCAP を、LY294002（50mM：LY）、rapamycin（100 nM：Rap）、およ

び AKT siRNA（20 nM：siRNA）で 3 日間前処理し、象牙芽細胞分化培地（Os/Den）

で培養した。象牙芽細胞分化の 0、1 および 4 週後に培養サンプルを回収した。

（b-d）AKT siRNA 前処理 SCAP における AKT および p-AKT の発現。ウェスタ

ンブロット解析。AKT および p-AKT の発現（b）。AKT および p-AKT の相対的

発現（c、d）。c 、d：n = 5。** P <0.01、*** P <0.005。結果は、平均値±標準誤

差で表示。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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興味深いことに、象牙芽細胞分化誘導 1 週後のウェスタンブロット解析にて、

コントロール siRNA 前処理 SCAP と比較して、AKT-siRNA 前処理 SCAP では

RUNX2 の発現が顕著に抑制され、BGLAP および DSPP の発現が顕著に増強され

ていた（図 3-3-8 a、b）。 

 

象牙芽細胞分化誘導 4週後のアリザリンレッド-S染色にて、コントロール siRNA

前処理 SCAP と比較して、AKT-siRNA 前処理 SCAP ではカルシウム沈着が著し

く促進していた（図 3-3-8 c、d）。 

 

一方、AKT-siRNA 前処理は、SCAP における p38 および ERK1/2 ならびにそのリ

ン酸化の発現に何ら影響を与えなかった（データ未提示）。 

  



 50 

 

図 3-3-8．SCAP に対する AKT-siRNA 前処理 2 

SCAP を、AKT siRNA（20 nM：siRNA）で 3 日間前処理し、象牙芽細胞分化培

地（Os/Den）で培養した。（a、b）象牙芽細胞分化 1 週間後のウェスタンブロッ

ト解析。RUNX2、BGLAP、および DSPP の発現（a）。RUNX2、BGLAP、および

DSPP の相対的発現（b）。（c、d）象牙芽細胞分化 4 週間後のアリザリンレッド-

S 染色。アリザリンレッド-S 染色像。バー = 25 mm（c）。カルシウム含有解析

（d）。b、d：n = 5。 * P <0.05。結果は平均値±標準誤差で表す。（Tanaka et al., 

Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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SCAP を 3 日間、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で前処理した。

ウェスタンブロット解析にて、LY294002 前処理 SCAP および rapamycin 前処理

SCAP では、それぞれリン酸化 AKT およびリン酸化 mTOR の発現が低下を示し

ていた（図 3-3-9 a-d）。 

 

象牙芽細胞分化誘導 1 週後のウェスタンブロット解析にて、DMSO 前処理コン

トロール SCAP と比較して、LY294002 前処理 SCAP および rapamycin 前処理

SCAP では、RUNX2 の発現が顕著に抑制され、BGLAP および DSPP の発現が顕

著に増強されていた（図 3-3-9 e-h）。 

 

象牙芽細胞分化誘導 4週後のアリザリンレッド-S染色にて、コントロール siRNA

前処理 SCAP と比較して、LY294002 前処理 SCAP および rapamycin 前処理 SCAP

では、カルシウム沈着が著しく促進していた（図 3-3-10）。 

 

一方、LY294002 および rapamycin の前処理は、SCAP における p38 および ERK1/2

ならびにそのリン酸化の発現に何ら影響を与えなかった（データ未提示）。 
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図 3-3-9．SCAP に対する PI3K/mTOR 特異的阻害剤前処理 1 

SCAP を、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で 3 日間前処理し、

象牙芽細胞分化培地（Os/Den）で培養した。（a-d）LY294002 前処理 SCAP およ

び rapamycin 前処理 SCAP におけるウェスタンブロット解析。AKTおよび p-AKT

の発現（a）。AKT および p-AKT の相対的リン酸化（b）。mTOR および p- mTOR

の発現（c）。mTOR および p-mTOR の相対的リン酸化（d）。（e-h）象牙芽細胞分

化 1 週後の SCAP におけるウェスタンブロット解析。RUNX2、BGLAP、および

DSPP の発現（e、g）。RUNX2、BGLAP、および DSPP の相対的発現（f、h）。b、

d、f、h：n = 5。* P <0.05、** P <0.01、*** P <0.005。結果は平均値±標準誤差で

表示。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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図 3-3-10．SCAP に対する PI3K/mTOR 特異的阻害剤前処理 2 

SCAP を、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で 3 日間前処理し、

象牙芽細胞分化培地（Os/Den）で培養した。（a-d）象牙芽細胞分化 4 週間後のア

リザリンレッド-S 染色。アリザリンレッド-S 染色像。バー = 25 mm（a、c）。カ

ルシウム含有解析。b、d：n = 5。* P <0.05。結果は平均値±標準誤差で表示（b、

d）。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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3-3-4. PI3K-AKT-mTOR 経路の抑制は、SCAP の in vivo 石灰化組織形成能力を

増強する 

次に、LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で 3 日間前処理した SCAP

を、HA/TCP キャリアーとともに免疫不全マウスの背部皮下に移植する実験を行

った（図 3-3-11 a）。ともに移植後 8 週で移植体を回収し、組織学的解析ならび

に遺伝子発現解析に供した。 

 

LY294002 前処理 SCAP および rapamycin 前処理 SCAP は、DMSO 前処理コント

ロール SCAP と比較して、新生石灰化組織の形成を著しく増加させた（図 3-3-11 

b、c）。また、rapamycin 前処理 SCAP 移植体は、LY294002 前処理 SCAP 移植体

よりも新生石灰化組織形成量が著しく多く認められた（図 3-3-11 b、c）。 
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図 3-3-11．SCAP の in vivo 石灰化組織形成における PI3K-AKT-mTOR 経路の抑

制の効果 1 

（a）SCAP 皮下移植解析のスキーム。SCAP を LY294002（50 M）および rapamycin

（100 nM）で 3 日間前処理し、HA/TCP キャリアーとともに免疫不全マウスに

皮下移植した。（b）移植後 8 週後の組織学的解析。ヘマトキシリンおよびエオシ

ン（HE）染色による移植組織（TP）の画像。HA：HA/TCP キャリアー。（c）新

生石灰化組織形成量の解析。結果は、コントロール SCAP 移植群（intact）に対

する百分率で表示。n = 5。*** P <0.005。結果は平均値±標準誤差で表示。（Tanaka 

et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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RT-qPCR 解析にて、LY294002 および rapamycin で前処理した SCAP の移植体は

ともに、コントロール SCAP移植体と比較して、ヒト RUNX2の発現が抑制され、

一方、ヒト BGLAP およびヒト DSPP の発現が増強していた（図 3-3-12）。また、

rapamycin 前処理 SCAP 移植体では、LY294002 前処理 SCAP 移植体よりもヒト

RUNX2 はより低い発現を示し、一方、ヒト BGLAP およびヒト DSPP はより高

い発現を示していた（図 3-3-12）。 

 

 

図 3-3-12．SCAP の in vivo 石灰化組織形成における PI3K-AKT-mTOR 経路の抑

制の効果 2 

SCAP を LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で 3 日間前処理し、

HA/TCP キャリアーとともに免疫不全マウスに皮下移植した。移植後 8 週後の

RT-qPCR 解析。移植組織における RUNX2、BGLAP および DSPP の発現。結果

は、コントロール SCAP 移植群（intact）に対する百分率で表示。intact：前処理

無し SCAP 移植群。n = 5。* P <0.05 および*** P <0.005。グラフは平均値±標準

誤差で表す。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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3-3-5. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体の作製 

SCAP を用いた軟骨分化で培養するプロトコールで SCAP ベースの scaffold-free

石灰化構造体を作製する予備実験を行った。つまり、96 ウェルマルチウェルプ

レート上で SCAP（2× 105/well）を 3 日間前培養し、スフェロイドを形成させた。

その後、象牙質形成条件下で 4 週間培養し、球状の石灰化構造体を作製した。各

石灰化構造体のサイズ、形状、および石灰化度には違いが見られた（データ未提

示）。石灰化構造体の中には、崩壊したものも観察された（データ未提示）。した

がって、SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体を均質かつ安定的に作製するた

めには、まず、SCAP がスフェロイドを形成するための最適な条件を検討するこ

とが必要であることがわかった。 

 

そこで、96 ウェルマルチウェルプレートの 1well 当たりの初期播種細胞数およ

びスフェロイドを形成するのに必要な培養期間を検討することとした。SCAP の

初期播種細胞数として、１well 当り 1 × 104個、5 × 104個、1 × 105個、2 × 105個、

3 × 105個、4 × 105個、5 × 105個、1 × 106個、スフェロイド形成培養期間として、

1 日、2 日、3 日、7 日、14 日、21 日および 28 日とした。スフェロイドの中に
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は、培養中に崩壊したものもあった。 

 

予備試験の結果（図 3-3-13）に基づくと、培養期間を通じてスフェロイドの大き

さの変化量が少ないものの中で、最大の初期播種細胞数は、１well 当り 1 × 105

個であった。また、スフェロイドの大きさの変化量が少なくなる最低培養期間

は、7 日間であった。したがって、SCAP ベースの scaffold-free スフェロイドを

形成するための最適な初期播種細胞数およびスフェロイド形成培養期間を、１

well 当り 1 × 105個および 7 日間と決定した。 
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図 3-3-13．SCAP ベース scaffold-free スフェロイドの作製 

SCAP の初期播種細胞数として、1well 当り 1 × 104個、5 × 104個、1 × 105個、2 

× 105個、3 × 105個、4 × 105個、5 × 105個、1 × 106個、スフェロイド形成培養期

間として、1 日、2 日、3 日、7 日、14 日、21 日および 28 日とした。（a、c）SCAP

ベース scaffold-free スフェロイドの顕微鏡画像。SCAP ベースのスフェロイドの

代表的な顕微鏡画像。スフェロイドの中には、培養中に崩壊したものもあった。

（b、d）顕微鏡画像の面積のスフェロイド領域の測定。バー = 1 mm。n = 5。グ

ラフは平均値±標準誤差で表す。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改

変） 
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予備実験で決定された至適条件（1 × 105/well、前培養 7 日）で SCAP ベース

scaffold-free スフェロイドを作製した。その後、象牙質形成培地で 4 週間培養し、

SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体を作製した。光学顕微鏡と実体顕微鏡お

よびマイクロ CT による観察で、SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、不

均一な電子密度の物質を有する粗面球状構造を表した（図 3-3-14 a、b）。象牙

質形成の誘導を行わなかったコントロール群では、X 線不透過物質は観察され

なかった（データ未提示）。 

 

RT-qPCR にて、SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体では、RUNX2、BGLAP お

よび DSPP が発現していたが、コントロール群では発現していなかった（図 3-

3-14 c）。 

 

さらに、XRF 分析にて SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体でカルシウムが検

出された（n = 5、平均含有量 20.8 重量％）。しかし、コントロール非誘導スフェ

ロイドではカルシウムは検出されなかった（n = 5、平均値含有量 0 重量％）。脱

落乳歯の平均カルシウム含量は 63.5 重量％であった。 
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図 3-3-14．SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体の特徴 

初期播種細胞数１well 当り 1 × 105個、培養期間 7 日で、SCAP のスフェロイド

を作製した。その後、象牙質形成培地で 4 週間培養した。（a、b）SCAP スフェ

ロイドの倒立顕微鏡画像（a の左パネル）および立体顕微鏡画像（a の右パネル）。

3D マイクロ CT 画像（b の左パネル）およびマイクロ CT 断層画像（2D、b の右

パネル）。バー = 100 µm。（c）SCAP スフェロイドにおける RUNX2、BGLAP お

よび DSPP の発現。RT-qPCR 解析。結果は、18S リボソーム RNA（18S）の発現

に対する割合の平均値±標準誤差で表示。黒色棒グラフ：象牙芽細胞分化誘導

群。白色棒グラフ：コントロール分化未誘導群。nd、未検出。n = 5。（Tanaka et 

al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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3-3-6. LY294002 および rapamycin による前処理は、SCAP ベース scaffold-free

石灰化構造体の石灰化を促進する 

SCAP ベース scaffold-free スフェロイドを LY294002（50 μM）および rapamycin

（100 nM）で 3 日間前処理し、象牙質形成培地で 4 週間培養した。象牙質形成

誘導後、SCAP ベース石灰化構造体を顕微鏡およびマイクロ CT で観察すると、

前処理していないコントロール SCAP ベース石灰化構造体と比べて、その表面

の粗さはわずかにスムースなように観察された（図 3-3-15 a-e）。LY294002 お

よび rapamycin で前処理した SCAP ベース石灰化構造体は、前処理していないコ

ントロール SCAP ベース石灰化構造体よりも高い電子密度を示した（図 3-3-15 

c-e）。また、rapamycin で前処理した SCAP ベース石灰化構造体は、LY294002 で

前処理した SCAP ベース石灰化構造体よりも高い石灰化度を示した。 

 

RT-qPCR 解析にて、象牙質形成誘導後、LY294002 および rapamycin で前処理し

た SCAP ベース石灰化構造体が、コントロール SCAP ベース石灰化構造体と比

較して、RUNX2 の発現がより低下し、BGLAP および DSPP の発現がより増加す

ることを実証した（図 3-3-15 f）。rapamycin で前処理した SCAP ベース石灰化
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構造体は、LY294002 で前処理した SCAP ベース石灰化構造体よりも、より低い

RUNX2 を発現し、より高い BGLAP および DSPP を発現した（図 3-3-15 c-f）。 

 

XRF 解析にて、全ての SCAP ベース石灰化構造体群（n = 5、平均値カルシウム

含有量：非前処理 24.4、LY294002 前処理 39.3、rapamycin 前処理 51.4 重量％）

においてカルシウムを示した。 
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図 3-3-15．SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体の in vitro 石灰化に対する

LY294002 および rapamycin の影響 

SCAP ベース scaffold-free スフェロイドを、LY294002（50μM）および rapamycin

（100 nM）で 3 日間前処理し、象牙質形成培地で 4 週間培養し、石灰化構造体

を作製した。（a）SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体の顕微鏡画像。（b）SCAP

ベース scaffold-free 石灰化構造体のマイクロ CT-3D 画像。（c）SCAP ベース

scaffold-free 石灰化構造体のマイクロ CT-2D 画像。（d、e）マイクロ CT 解析。骨

のパラメータ解析。BV/TV、総体積（TV）あたりの骨体積（BV）の割合；Tb.Th、

骨梁幅；Tb.N、骨梁数；Tb.Sp、骨梁間隔（d）。骨密度（BMD）（e）。（f）SCAP

ベース scaffold-free石灰化構造体におけるRUNX2、BGLAPおよびDSPPの発現。

RT-qPCR解析。結果は、前処理を施していないコントロールSCAPベース scaffold-

free 石灰化構造体に対する百分率で表示。d-f：n = 5。* P <0.05、** P <0.01 およ

び*** P <0.005。グラフは平均値±標準誤差で表す。（Tanaka et al., Stem Cell Res 

Ther, 2018 より改変） 
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3-3-7. LY294002および rapamycin 前処理は、SCAPおよび SCAPベース scaffold-

free 石灰化構造体による顎骨欠損部の骨再生を促進する 

顎骨欠損モデルは、野生型 C57BL/6 マウスの左側上顎第一大臼歯の近心頬側根

の周囲に形成した。SCAP および SCAP ベース scaffold-free スフェロイドを、

LY294002（50 M）および rapamycin（100 nM）で 3 日間、前処理した。SCAP ス

フェロイドは、さらに象牙質形成誘導条件下で培養した。その後、DNase処理し、

オートクレーブ処理も行なった。SCAP は HA/TCP キャリアーとともに、SCAP

ベース scaffold-free 石灰化構造体は単体で、マウスの顎骨欠損部に移植した。と

もに移植後 8 週でサンプリングを行い、組織学的解析を行った。 

 

LY294002 前処理 SCAP および rapamycin 前処理 SCAP を移植した骨欠損部は、

前処理していないコントロール SCAP の移植と比較して、より多くの新生石灰

化組織が形成される傾向が観察された（図 3-3-16 a、b）。rapamycin 前処理群の

移植と LY294002 前処理群の移植の間では、顎骨欠損における新生石灰化組織の

形成に差は認められなかった（図 3-3-16 a、b）。HA/TCP のみを移植したコン

トロール群では、少量の新生骨様石灰化組織が骨欠損部に形成された（データ未
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提示）。ヒト・ミトコンドリア陽性細胞は、前処理の有無にかかわらず SCAP を

移植した全ての骨腔内の新生骨様組織に沿って認められた（データ未提示）。多

形核細胞およびマクロファージの浸潤を含む炎症性マーカーおよび線維性被包

は、全ての移植部位で殆ど認められなかった（図 3-3-16 b）。 

 

LY294002 前処理 SCAP 石灰化構造体および rapamycin 前処理 SCAP 石灰化構造

体を移植した骨欠損部は、前処理していないコントロール SCAP 石灰化構造体

移植よりも、新生骨様石灰化組織をより多く形成する傾向があった（図 3-3-16 

c、d）。rapamycin 前処理群の移植と LY294002 前処理群の移植の間では、顎骨欠

損における新生石灰化組織の形成に差は認められなかった（図 3-3-16  c、d）。

コントロール SCAP 石灰化構造体の単一移植でも、顎骨欠損における新生骨様

石灰化組織の形成が認められたが（図 3-3-16 c）、何ら移植を行わなかったコン

トロール群では、新生骨様石灰化組織の形成は殆ど認められなかった（データ未

提示）。ヒト・ミトコンドリア陽性細胞は、全ての移植組織で認められなかった

（データ未提示）。多形核細胞およびマクロファージの浸潤を含む炎症性マーカ

ーおよび線維性被包は、全ての移植部位で殆ど認められなかった（図 3-3-16 d）。 
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図 3-3-16．顎骨欠損モデルマウスにおける SCAP の in vivo 骨再生能力の解析 

図説は次頁に記載。 
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図 3-3-16．顎骨欠損モデルマウスにおける SCAP の in vivo 骨再生能力の解析

SCAP と SCAP ベース scaffold-free スフェロイドを、LY294002（50 M）および

rapamycin（100 nM）で前処理した。SCAP は HA/TCP キャリアー（HA）と共に、

SCAP ベース scaffold-free スフェロイドは石灰化誘導を行った後、石灰化構造体

単体をマウス顎骨欠損部に移植した。（a、c）顎骨欠損部の組織学的解析。ヘマ

トキシリン・エオシン染色。CT：結合組織。SCAP 移植群（a）。SCAP ベース

scaffold-free 石灰化構造体移植群（c）。黄色の点線：骨窩洞壁。（b、d）顎骨欠損

部の形態解析。SCAP 移植群（b）。SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体移植

群（d）。（Tanaka et al., Stem Cell Res Ther, 2018 より改変） 
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§3-4. 小括 

実験 I から以下の事を明らかにした。 

1. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路が、SCAP の象牙芽細胞分化過程で負の調節

機構として関与している。 

2. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制により、SCAP の in vitro での象牙芽

細胞分化が促進される。 

3. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制により、SCAP による in vivo での象牙

質形成が促進される。 

4. SCAP のスフェロイドを作製するための至適初期細胞播種数および培養期

間は、96 ウェルマルチウェルプレート 1well 当り、それぞれ 1 × 105 個お

よび 7 日間である。 

5. scaffold-free で SCAP ベースの３次元石灰化構造体を作製できる（平均値カ

ルシウム含有量 20.8 重量％）。 

6. SCAPベース scaffold-free石灰化構造体は、象牙芽細胞特異的遺伝子 RUNX2、

BGLAP および DSPP を発現する。 

7. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、LY294002 および rapamycin の前
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処理により、その石灰化が向上する。 

8. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、顎骨欠損部における骨再生を誘

導する。 

9. SCAP または SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体による顎骨欠損部にお

ける骨再生は、LY294002 および rapamycin での前処理により促進する。 
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§4. 硏究Ⅱ 

 

 

アセチルサリチル酸処理と AKT シグナル抑制

が根尖乳頭組織由来の幹細胞の象牙芽細胞への

分化を促進する 

 

Acetylsalicylic acid treatment and suppressive 

regulation of AKT accelerate odontogenic 

differentiation of stem cells from apical papilla 
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§4-1. 目的 

最近、MSCs の石灰化組織形成能力に対し、ASA（アセチルサリチル酸）の促

進的効果が明らかとなっている［28］。しかし、これまでの研究では、SCAP の

象牙質形成能力に及ぼすASAの効果とそのメカニズムについては明らかとなっ

ていない。 

 

TGF/TBR が介在する非古典的シグナルが、DPSCs および SHED の維持なら

びに象牙芽細胞分化に関与することが報告されている［9, 11, 12］。エピレグリン

刺激下において、p38、ERK1/2 および AKT を含むシグナル経路が SCAP の細胞

増殖を調節する事も報告されている［13］。しかしながら、SCAP の象牙芽細胞

分化におけるこれらシグナル経路の役割についての研究は報告されていない。 

 

研究Ⅱの目的は、まず、ASA が SCAP の象牙芽細胞分化と象牙質形成に及ぼ

す影響を調べることである。次に、ASA 刺激による SCAP の象牙芽細胞分化に

おける p38、ERK1/2 および PI3K-AKT シグナル経路を理解することである。研

究Ⅱでは、ASA を添加した象牙質形成培養液で SCAP を培養し、石灰化組織形
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成レベルと象牙芽細胞分化度を in vitro および in vivo で検討を行った。さらに、p38、

ERK1/2 および PI3K-AKT 等の細胞内シグナル分子について解析を行い、加えて

それらの特異的阻害剤ならびに siRNA の処理による、SCAP の象牙芽細胞分化

に対する影響について検索を行った。 
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§4-2. 材料と方法 

4-2-1. ヒト永久歯サンプル 

3-2-1 と同様の手続きを行い、ヒト永久歯サンプルを採取した。 

 

4-2-2. マウス 

3-2-2 と同様のマウス、プロトコールで実験を行った。 

 

4-2-3. SCAP の単離と培養 

3-2-3 と同様の手法で、SCAP の単離と培養を行った。 

 

4-2-4. SCAP の特性 

SCAP の特性解析は、3-2-4 の CFU-F 解析、3-2-5 のフローサイトメトリーに

よる表面抗原解析、そして 3-2-7 の多分化能試験と同様の手法で行い、以前の研

究の特性基準［1、39］に従って SCAP として決定した。 

 

4-2-5. ASA 処理 
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ASA（Merck）を滅菌 PBS で希釈し、100 g/mL で作用させた。ASA 処理のコ

ントロールとして、ASA を含まない PBS 単独で処理した。 

 

4-2-6.F アクチン染色 

SCAP（P3）は、tetramethylrhodamine B isothiocyanate（TRITC）標識 phalloidin

（Merck）で染色し、DAPI（Nacalai Tesque）で染色した。サンプルは、デジタル

モノクロカメラ AxioCam 506 mono（Carl Zeiss Microscopy）と ApoTome.2 optical 

section system を装着した正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl Zeiss Microscopy）で

観察し、画像を撮影した。 

 

4-2-7. フローサイトメトリー解析 

3-2-4 と同様の手法で行った。本フローサイトメトリー解析に使用した標的抗

原特異的抗体は、表 3-1 に記載したものと同一の抗体を使用した。 

 

4-2-8. テロメラーゼ活性解析 

テロメラーゼ活性は、テロメア反復増幅プロトコールに従って quantitative 



 76 

telomerase detection kit（Allied Biotech、Ijamsville、MD）を用いて測定した［30］。

HEK293T 細胞をポジティブコントロールとして用いた。各サンプルの一部を

85℃で 10 分間処理し、ネガティブコントロールとした。蛍光ユニットの平均初

期量を用いてサンプル間のテロメラーゼ活性を比較した。 

 

4-2-9. 多分化能試験 

3-2-7 と同様の手法で、SCAP の多分化能試験を行った。 

 

4-2-10. RT-qPCR 解析 

3-2-13 と同様の手法で、RT-qPCR 解析を行った。本研究に用いた全ての標的

TaqMan プローブは、Applied Biosystems より購入し、表 4-1 に列挙した。 
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表 4-1：RT-qPCR 用 TaqMan Probe リスト 

       

Name   Gene assay ID Number  

BGLAP   Hs01587814_g1 

COL10A1   Hs00166657_m1 

DSPP   Hs00171962_m1 

LPL   Hs00173425_m1 

PPARG   Hs0115513_m1 

RUNX2   Hs00231692_m1 

SOX9   Hs01001343_g1 

Ribosomal RNA, 18S  Hs99999901_s1   

BGLAP: bone gamma-carboxyglutamate protein 

COL10A1: collagen type X alpha 1 chain 

DSPP: dentin sialophosphoprotein 

LPL: lipoprotein lipase 

PPARG: peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

RUNX2: runt related transcription factor 2 

SOX9: SPY-box 9 
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4-2-11. ウェスタンブロット解析 

3-2-14 と同様の手法で、ウェスタンブロット解析を行った。本研究に用いた

全ての抗体は表 4-2 に列挙した。 

 

 

表 4-2：ウェスタンブロット及び免疫蛍光解析用抗体リスト 

             

Name   Host/Isotype Supplier        

anti-ACTB   mouse IgG1 Merck （Kenilworth, NJ） 

anti-AKT   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-AKT, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-BGLAP  rabbit IgG  LifeSapn BioScience （Seattle, WA） 

anti-DSPP   mouse IgG2b Santa Cruz Biotechnology （Dallas, TX） 

anti-ERK1/2  rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-ERK1/2, phosphorylated mouse IgG1 Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-mitochondria, human mouse IgG1 Merck （Kenilworth, NJ） 

anti-mTOR   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-mTOR, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-p38   rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-p38, phosphorylated rabbit IgG  Cell Signaling Technology （Danvers, MA） 

anti-RUNX2  rabbit IgG  Abcam （Cambridge, England）      

ACTB: actin,  

BGLAP: bone gamma-carboxyglutamate acid protein 

DSPP: dentin sialophosphoprotein 

ERK: extracellular signal-regulated kinases 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

RUNX2: runt-related transcription factor 2 
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4-2-12. AKT-siRNA および LY294002 による前処理 

3-2-8 と同様の手法で、AKT-siRNA（20nM; Santa Cruz Biotechnology）および LY294002

（50 M、Wako）による前処理を行った。 

 

4-2-13. in vivo 象牙質再生解析 

3-2-9 と同様の手法で解析を行った。 

 

4-2-14.組織学的解析 

3-2-15 と同様の手法で解析を行った。 

 

4-2-15.免疫蛍光解析 

3-2-15 と同様の手法で解析を行った。 

 

4-2-16.統計解析 

3-2-17 と同様の手法で解析を行った。 
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§4-3. 結果 

4-3-1. ASA は SCAP の in vitro 象牙芽細胞分化を促進する 

ヒト永久歯の未完成歯根の根尖乳頭組織から酵素処理により単離された細胞集

団の中には、プラスチック製培養ディッシュ上に、紡錘形を呈し、付着する細胞

がクラスターを形成した細胞集団が存在していた（図 4-3-1）。その付着性細胞コ

ロニーの大きさと細胞密度にコロニー間で差が認められた（図 4-3-1）。 

 

 

 

図 4-3-1. SCAP のコロニー形成能  

付着コロニー形成解析。トルイジンブルー染色。付着コロニー像。バー= 20 mm。

形成したコロニーはそのサイズおよび密度に差を有していた（左パネル）プラス

チック製培養ディッシュ上に形成された線維芽細胞からなる colony forming unit-

fibroblasts（CFU-F）の画像。バー= 2 mm（右パネル）。（Tanaka et al., J Endodo, 2019

より改変） 
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これら付着コロニー形成細胞は、MSCs としての表面抗原プロファイルを有し、

象牙芽細胞、軟骨細胞および脂肪細胞へ分化する多分化能を備えていることか

ら（後述）、MSCs の最低基準および SCAP としての特性の基準［1］と照合した

結果、今回単離した付着性コロニー形成細胞を SCAP として同定した。 

 

SCAP の細胞形態、免疫表現型およびテロメラーゼ活性に対する ASA の効果を

試験した。100 g/ mL ASA で 3 日間処理した P3 の SCAP を解析に用いた。ASA

は、SCAP の細胞形態や F-アクチン分布には効果を示さなかった（図 4-3-2）。 

 

 

図 4-3-2. アセチルサリチル酸 acetylsalicylic acid（ASA）が SCAP の細胞形態に

及ぼす影響  

SCAP を ASA（100 g / mL）で 3 日間処理した。（a）ASA 処理 SCAP（ASA-

SCAP）およびコントロール SCAP の顕微鏡画像。バー= 100 m。（b）ASA-SCAP

およびコントロール SCAP を、それぞれ TRITC 標識 phalloidin および DAPI で染

色して、F-ACTIN および核をそれぞれ検出した。バー= 30 m。（Tanaka et al., J 

Endodo, 2019 より改変）  
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ASA-SCAP は、CD146、CD105、CD73、CD90、CD24、CD44 および CD29 に陽

性を示し、CD34、CD45 および CD14 に陰性であった（図 4-3-3 a）。興味深い

ことに、ASA-SCAP は、コントロール SCAP と比較して CD146 および CD24 の

発現が著しく増強されていた（図 4-3-3 b）。 

 

 

 

図 4-3-3. SCAP の免疫表現型に対する ASA の影響 

SCAP を、ASA（100 g / mL）で 3 日間処理した。フローサイトメトリー解析。

（a）SCAP および ASA-SCAP の免疫表現型。ヒストグラム。数字は各抗原の陽

性率の平均値を示す。R- PE：フィコエリトリン。（b）CD146 および CD24 の発

現グラフ。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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テロメラーゼ活性試験にて、ASA（100 g/ mL）刺激が、SCAP のテロメラーゼ

活性を有意に増加させた（図 4-3-4）。HEK293T 細胞は、非常に高いテロメラー

ゼ活性を示したが、その熱不活化サンプルはその活性を失っていた（図 4-3-4）。 

 

 

 

図 4-3-4. SCAP のテロメラーゼ活性に対する ASA の影響 

SCAP を、ASA（100 g / mL）で 3 日間処理した。テロメラーゼ活性解析。H.I.、

熱不活性化群；SQ、標準量；293T、HEK293T 細胞。n = 3。* P <0.05、*** P <0.005。

結果は平均値±標準誤差で表示。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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SCAP を、ASA（100μg/ mL）刺激下にて脂肪細胞分化培地および軟骨細胞分化

培地でそれぞれ 4 週間と 6 週間培養した。脂肪細胞および軟骨細胞への分化度

は、PPARG、LPL、SOX9、および COL10A を含む脂肪細胞および軟骨細胞特異

的遺伝子の発現を RT-qPCR 法で、オイルレッド-O およびサフラニン-O の特異

的染色で解析した。解析の結果、100μg/ mL ASA 刺激は、SCAP の脂肪細胞分

化および軟骨細胞分化に対し、何ら影響を与えなかった（図 4-3-5）。 
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図 4-3-5. SCAP の脂肪細胞分化および軟骨細胞分化に対する ASA の影響  

SCAP を、ASA（100 g / mL）刺激下で、脂肪細胞分化培地（a、b）および軟骨

細胞分化培地（c、d）でそれぞれ 4 週間と 6 週間培養した。（a、c）SCAP におけ

る脂肪細胞および軟骨細胞マーカー遺伝子の発現。RT-qPCR 解析。n = 5。ns：有

意差無し。結果は、18S リボソーム RNA（18S）の発現に対する割合の平均値±

標準誤差で表示。黒色棒グラフ：ASA-SCAP の脂肪細胞分化誘導群（a）および

軟骨細胞分化誘導群（c）。白色棒グラフ：コントロール SCAP の脂肪細胞分化誘

導群（a）および軟骨細胞分化誘導群（c）。（b）オイルレッド-O 染色像。バー= 

200 m（d）サフラニン-O 染色像。バー ＝ 100 m。（Tanaka et al., J Endodo, 2019

より改変） 
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SCAP を、ASA（100μg/ mL）刺激下にて象牙芽細胞分化培地で１週間または 4

週間培養した（図 4-3-6 a）。 

 

象牙芽細胞分化 4 週後、アリザリンレッド-S 染色法を施した。100μg/ mL ASA

刺激が、SCAP による石灰化組織形成を促進した（図 4-3-6 b、c）。 

 

RT-qPCR 法およびウェスタンブロット法にて、象牙芽細胞分化 1 週後の SCAP

において、100μg/ mL ASA が、象牙芽細胞への分化において重要な転写因子で

ある RUNX2 の遺伝子およびタンパク質の発現を有意に抑制し、象牙質特異的基

質である DSPP の遺伝子およびタンパク質の発現を著しく増加させた（図 4-3-

7）。 
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図 4-3-6. SCAP の象牙芽細胞分化に対する ASA の影響 1 

（a）ASA 処理と象牙芽細胞分化のスキーム。SCAP を、ASA（100 g / mL）刺

激下で、象牙芽細胞分化培地で培養した。サンプルは、象牙芽細胞分化誘導後 1

週後および 4 週後に回収し、それぞれ、RT-qPCR 法/ウェスタンブロット法（WB）、

アリザリンレッド-S 染色法（AR）で解析した。（b、c）象牙芽細胞分化培養 4 週

後のアリザリンレッド-S 染色。アリザリンレッド-S 染色の画像。バー= 20 mm

（b）。カルシウム含有解析。n = 5。* P <0.05、結果は、平均±標準誤差で表示

（c）。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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図 4-3-7. SCAP の象牙芽細胞分化に対する ASA の影響 2 

SCAP を、ASA（100 g / mL）刺激下で、象牙芽細胞分化培地で 1 週間培養した。

（a）象牙芽細胞特異的遺伝子 RUNX2 および DSPP の発現。RT-qPCR 解析。結

果は、コントロール SCAP に対する相対値で表示。（b、c）象牙芽細胞特異的タ

ンパク質 RUNX2 および DSPP の発現。ウェスタンブロット像（b）。ACTB に対

する相対的発現（c）。a、c：n = 5。 * P <0.05、*** P <0.005。結果は,平均値±標

準誤差で表す。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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4-3-2. ASA は、SCAP の in vitro 象牙芽細胞への分化過程において、AKT のリン

酸化を促進する 

次に、象牙芽細胞へ分化誘導中の SCAP における p38、ERK1/2 および AKT の発

現ならびにそれらのリン酸化に対するASAの効果をウェスタンブロット法にて

解析した。象牙芽細胞分化誘導 1 週後、100μg/ mL ASA 刺激下の SCAP では、

ASA で刺激していないコントロール SCAP と比較して、p38 および ERK 1/2 の

発現ならびにそれらのリン酸化に対して、何ら影響は認められなかった（図 4-

3-8 a-d）。一方、100μg/ mL ASA 刺激は、AKT の発現には変化を生じさせなか

ったが、AKT のリン酸化を著しく促進することが明らかとなった（図 4-3-8 e、

f）。これらの所見は、ASA により活性化された AKT 経路が SCAP の象牙芽細胞

分化に関与する可能性を示唆した。 
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図 4-3-8. SCAPの象牙芽細胞分化過程における細胞内シグナル分子 p38、ERK1/2

および AKT の発現とそれらのリン酸化に対する ASA の影響 

SCAP を、ASA（100 g/ mL）刺激下で、象牙芽細胞分化培地で 1 週間培養した。

ウェスタンブロット解析。（a-f）p38 およびリン酸化 p-38（p-p38）（a、b）、ERK1/2

およびリン酸化 ERK1/2（p-ERK1 / 2）（c、d）、AKT およびリン酸化 AKT（p-AKT）

（e、f）の発現。ウェスタンブロット像（a、c、e）。ACTB に対する相対的発現。

n = 5。ns：有意差無し。結果は平均±標準誤差で表示（b、d、f）。（Tanaka et al., 

J Endodo, 2019 より改変） 
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4-3-3. ASA 刺激で促進される SCAP の in vitro 象牙芽細胞分化は、PI3K-AKT シ

グナル経路の前抑制によりさらに加速する 

次に、ASA 刺激により促進される SCAP の象牙芽細胞分化過程における PI3K-

AKT シグナル経路の役割を調べた。まず、象牙芽細胞分化を誘導する前 3 日間、

SCAP を LY294002（50 M）および AKT-siRNA（20nM）で前処理した（図 4-3-

9）。 

 

 

 

図 4-3-9. LY294002（LY）および AKT-siRNA（siRNA）の前処理と ASA 刺激下

における SCAP の象牙芽細胞分化のスキーム 

SCAP を LY294002（50 M）および AKT-siRNA（20 nM）で 3 日間前処理を行っ

た。その後、ASA（100 g / mL）の存在下で、象牙芽細胞分化培地で培養した。

サンプルは、前処理から 3 日後、象牙芽細胞分化誘導後 1 週および 4 週で回収

し、それぞれ、RT-qPCR 法/ウェスタンブロット法（WB）、アリザリンレッド-S

染色法（AR）で解析した。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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次に、前処理による AKT の発現とリン酸化への影響をウェスタンブロット法に

て解析した。LY294002（50μM）の前処理は、SCAP における AKT のリン酸化を

著しく抑制していた（図 4-3-10 a、b）。また、AKT-siRNA（20nM）の前処理は、

AKT の発現を効果的に抑制していた（図 4-3-10 c、d）。従って、LY294002（50 

M）および AKT-siRNA（20nM）による 3 日間の前処理は、SCAP における PI3K-

AKT シグナル経路を十分に抑制する効果を発揮することが分かった。 

 

 

 

図 4-3-10. SCAP における LY294002（LY）および AKT-siRNA（siRNA）前処理

の効果 

（a-d）SCAP を LY294002（50 M）（a、b）および AKT-siRNA（20 nM）（c、d）

で 3 日間前処理を行った。AKT および p-AKT の発現をウェスタンブロット法で

解析した。ウェスタンブロット像（a、c）。AKT の相対的リン酸化（b）。AKT の

相対的発現（d）。b、d：n = 5。*** P < 0.005。結果は、平均値±標準誤差で表示。

（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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そこで、PI3K-AKT シグナル経路が十分に抑制された SCAP を、ASA（100 g / 

mL）の存在下で、象牙芽細胞分化培地で培養した。象牙芽細胞分化 4 週後にお

いて、アリザリンレッド-S で染色すると、LY294002 前処理 SCAP 群（図 4-3-11 

a、b）または AKT-siRNA 前処理 SCAP 群（図 4-3-11 e、f）は、前処理してい

ないコントロール SCAP 群と比較して、ASA により促進された in vitro 石灰化結

節形成能力が有意に増強した。 

 

次に、象牙芽細胞分化 1 週後における、象牙芽細胞特異的タンパク質の発現を

ウェスタンブロット法にて解析した。LY294002 前処理 SCAP 群（図 4-3-11 c、

d）または AKT-siRNA 前処理 SCAP 群（図 4-3-11 g、h）は、ASA により誘導

された RUNX2 の発現抑制および DSPP の発現促進が著しく増強した。 
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図 4-3-11. ASA 刺激下での SCAP の象牙芽細胞分化に対する LY294002 および

AKT-siRNA による前処理の効果 1 

SCAP は、予め 3 日間 LY294002（50 M）（a-d）および AKT-siRNA（20 nM）（e-

h）で処理された。その後、ASA（100 g / mL）の存在下で、象牙芽細胞分化培

地で培養した。（a、b、e、f）象牙芽細胞分化培養 4 週後での Alizarin Red-S 染色

法による石灰化結節形成の解析。アリザリンレッド-S 染色像。バー = 20 mm（a、

e）。カルシウム含有解析（b、f）。（c、d、g、h）象牙芽細胞分化培養 1 週後での

ウェスタンブロット法による RUNX2 および DSPP の発現。ウェスタンブロット

像（c、g）。ACTB に対する RUNX2 および DSPP の相対的発現（d、h）。b、d、

f、h：n = 5。* P <0.05、*** P <0.005。結果は、平均値±標準誤差で表示。（Tanaka 

et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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さらに、象牙芽細胞分化 1 週後における、象牙芽細胞特異的遺伝子の発現を RT-

qPCR 法にて解析した。LY294002 前処理 SCAP 群（図 4-3-12 a、b）または AKT-

siRNA 前処理 SCAP 群（図 4-3-12 c、d）は、非前処理群と比較して、ASA に

より誘導された RUNX2 発現の抑制がさらに抑制され、また ASA により誘導さ

れた DSPP 発現の促進がさらに促進した結果となった。この結果は、ウェスタン

ブロット法による LY294002 および AKT-siRNA の前処理による象牙芽細胞特異

的タンパク質の発現変化（図 4-3-11 c、d、g、h）と一致するものであった。 

 

 

 

図 4-3-12. ASA 刺激下での SCAP の象牙芽細胞分化に対する LY294002 および

AKT-siRNA による前処理の効果 2 

SCAP は、予め 3 日間 LY294002（50 M）（a、b）および AKT-siRNA（20 nM）

（c、d）で処理された。その後、ASA（100 g / mL）の存在下で、象牙芽細胞分

化培地で培養した。象牙芽細胞分化培養 1 週後での RT-qPCR 法による RUNX2

（a、c）および DSPP（b、d）の発現。コントロール SCAP に対する相対発現。 

a-d：n = 5。* P <0.05、*** P <0.005。結果は、平均値±標準誤差で表示。（Tanaka 

et al., J Endodo, 2019 より改変） 

  



 96 

以上の結果から、象牙芽細胞分化過程において、象牙芽細胞分化特異的分子であ

る RUNX2 と DSPP の遺伝子ならびにタンパク質の発現が、ASA の刺激によって

それぞれ抑制と促進を受けることから、それらの発現の制御に関連する SP7 お

よび NFIC の発現を解析することとした。 

 

象牙芽細胞分化 1 週後における RT-qPCR 法およびウェスタンブロット法による

解析にて、ASA-SCAP では、SP7 および NFIC の発現が顕著に増加していた（図

4-3-13 a-c）。また、LY294002 および AKT-siRNA 前処理は、ASA-SCAP におい

て、コントロール SCAP と比較して SP7 および NFIC の発現をさらに増強させ

た（図 4-3-13 d-f）。 
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図 4-3-13. SCAP の象牙芽細胞分化過程における SP7 および NFIC の発現に対す

る ASA 刺激ならびに LY294002 および AKT-siRNA による前処理の影響 

SCAP は、予め 3 日間 LY294002（50 M）（a-c）および AKT-siRNA（20 nM）（d-

f）で処理された。その後、ASA（100 g / mL）の存在下で、象牙芽細胞分化培

地で培養した。（a, d）象牙芽細胞分化培養 1 週後での RT-qPCR 法による SP7 の

発現。コントロール SCAP に対する相対発現。（b、c、e、f）象牙芽細胞分化培

養 1 週後でのウェスタンブロット法による NFIC の発現。ウェスタンブロット像

（b、e）。ACTB に対する相対発現（c、f）。a、c、d、f：n = 5。* P <0.05、*** P 

<0.005。結果は、平均±標準誤差で表示。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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4-3-4.SCAP の in vivo 象牙質形成に及ぼす ASA の影響 

次に、生体内での SCAP による象牙質形成に対する ASA の効果を確認するため

に、SCAP の移植実験を行った。また、生体内での SCAP による象牙質形成に対

する PI3K-AKT シグナル抑制の影響も調べた。つまり、SCAP（4 × 106）に ASA

（100 g / mL）を添加し、HA/TCP キャリアー（40 mg）と混合した。この混合

物を免疫不全マウスの皮下に移植した（図 4-3-14）。 

 

 

 

図 4-3-14.In vivo 移植解析のスキーム 

SCAP を、予め 3 日間 LY294002（50 M）および AKT-siRNA（20 nM）で処理し

た。その後 SCAP（4 × 106）を、ASA（100 g/mL）と HA/TCP（40 mg）と混合

し、免疫不全マウスの皮下に移植した。移植 8 週後、移植組織を採取し、組織学

的解析（Hx）と遺伝子発現解析を行った。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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移植 8 週後、移植体の組織学的解析を行った。ASA-SCAP 移植組織ならびにコ

ントロール SCAP 移植組織では、後述するヒト DSPP の発現が認められたこと

から、象牙質様石灰化構造体が新たに形成されたと考えられた（図 4-3-15 a）。

コントロール SCAP 移植組織と比較して、ASA-SCAP 移植組織では、新生した

石灰化組織がより多く形成されていた（図 4-3-15 a、b）。コントロール SCAP

移植組織では、新生石灰化基質内に細胞様の封入体は全く認められなかったが、

ASA-SCAP 移植組織の新規形成石灰化基質では、細胞様封入体が観察される場

合もあった（図 4-3-15 a）。これは、石灰化組織が迅速かつ豊富に形成されたこ

とを示唆し、歯内治療の臨床で認められる骨様象牙質が形成されていた可能性

が考えられた[44]。 

 

移植 8 週後の移植体を免疫蛍光染色法により解析した。コントロール SCAP 移

植組織（データ未提示）[1]および ASA-SCAP 移植組織（図 4-3-15 c）の移植体

内に形成された石灰化基質に沿って局在する細胞に、ヒト・ミトコンドリア陽性

細胞およびヒト DSPP 陽性細胞が認められた。 
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移植 8 週後の移植体を RT-qPCR 法により解析した。ASA-SCAP 移植組織および

コントロール SCAP 移植組織ともに、RUNX2 および DSPP が発現していた（図

4-3-16）。コントロール SCAP 移植組織と比較して ASA-SCAP 移植組織では、

RUNX2 の発現が抑制され、DSPP の発現が増加していた（図 4-3-16）。 

 

次に、ASA-SCAP における PI3K-AKT シグナル経路が、移植組織の石灰化組織

形成に与える影響を検索した。SCAP に、LY294002（50 M）および AKT-siRNA

（20nM）による前処理を 3 日間施した（図 4-3-14）。その後、前述と同じ方法で

皮下移植を行った。 

 

移植 8 週後、移植体の組織学的解析を行った。LY294002（50 M）および AKT-

siRNA（20 nM）前処理を行った ASA-SCAP 移植組織では、未処理 ASA-SCAP 移

植組織と比較して、新生した象牙質様石灰化組織がより多く形成されていた（図

4-3-15 a、b）。また、その石灰化基質内には、細胞様封入体も多く観察された

（図 4-3-15 a）。AKT-siRNA 前処理群は、LY294002 前処理群と比較して、新規

石灰化基質を有意に多く形成した（図 4-3-15  a、b）。 
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移植 8 週後の移植体を免疫蛍光染色法により解析した。AKT-siRNA 前処理群お

よび LY294002 前処理群ともに、その移植体内に形成された石灰化基質に沿って

局在する細胞が、ヒト・ミトコンドリア陽性およびヒト DSPP 陽性を示した（デ

ータ未提示）。 

 

移植 8 週後の移植体を RT-qPCR 法により解析すると、LY294002 および AKT-

siRNA 前処理は、ASA-SCAP 移植組織における RUNX2 の発現をより抑制し、

DSPP の発現をより増大させた（図 4-3-16）。AKT-siRNA 前処理群は、LY294002

前処理群と比較して、この両者の遺伝子変化がより大きく認められた（図 4-3-

16）。 

 

HA/TCP 単独のコントロール移植組織では、石灰化組織形成、RUNX2 および

DSPP の発現は検出されなかった（データ未提示）。 
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図 4-3-15. SCAP の in vivo 石灰化組織形成能力に対し、ASA 処理が与える影響

と LY294002 および AKT-siRNA 前処理の効果 1 

SCAP（4 × 106）に ASA（100 g / mL）を添加し、HA/TCP キャリアー（40 mg）

と混合した。この混合物を免疫不全マウスの皮下に移植した。一部の SCAP は、 

LY294002（50 M）および AKT-siRNA（20 nM）で前処理した。（a、b）移植後

8 週における SCAP 移植体の組織学的解析。H&E 染色像。バー = 200 µm（a）。

移植組織における新生された石灰化基質領域の計測。n = 5。 * P <0.05、*** P 

<0.005。 ns、有意差無し。結果は平均±標準誤差で表示（b）。（c）ASA-SCAP 移

植組織中の免疫蛍光染色。抗ヒト・ミトコンドリア抗体（hMt；左パネル）およ

び抗ヒト DSPP 抗体（右パネル）による染色と DAPI による核染色を施行。バー 

＝ 150 m。（Tanaka et al., J Endodo, 2019 より改変） 
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図 4-3-16. SCAP の in vivo 石灰化組織形成能力に対し、ASA 処理が与える影響

と LY294002 および AKT-siRNA 前処理の効果 2 

SCAP（4 × 106）に ASA（100 g / mL）を添加し、HA/TCP キャリアー（40 mg）

と混合した。この混合物を免疫不全マウスの皮下に移植した。一部の SCAP は、 

LY294002（50 M）および AKT-siRNA（20 nM）で前処理した。移植組織におけ

る RUNX2 および DSPP の発現を RT-qPCR 法で解析した。結果は、コントロー

ル SCAP 移植組織における各遺伝子の発現に対する相対発現とし、平均値±標

準誤差で表示。n = 5。* P <0.05、*** P <0.005。ns、有意差無し。（Tanaka et al., J 

Endodo, 2019 より改変） 
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§4-4. 小括 

実験Ⅱから以下のことが分かった。 

1. ASA は SCAP の細胞形態、細胞接着には効果を示さない。 

2. ASA は SCAP の CD146 および CD24 の発現を促進させる。 

3. ASA は SCAP のテロメラーゼ活性を促進させる。 

4. ASA は SCAP の in vitro での脂肪細胞分化および軟骨細胞分化には影響を与

えない。 

5. ASA は SCAP の in vitro での象牙芽細胞への分化を促進する。 

6. ASAは、SCAPの象牙芽細胞分化過程におけるAKTのリン酸化を促進する。 

7. PI3K-AKT シグナル経路の阻害は、ASA により促進される SCAP の in vitro

での象牙芽細胞分化をさらに加速させる。 

8. ASA は、SCAP の in vivo での象牙質形成を促進する。 

9. PI3K-AKT シグナル経路の阻害は、ASA により促進される SCAP の in vivo で

の象牙質形成をさらに加速する。 
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§5. 考 察 

 

§5-1. 研究 I の考察 

最近、PI3K-AKT シグナル経路の活性化が、ヒト BMMSCs による骨形成を亢

進することが報告された［45］。研究 I では、SCAP の象牙芽細胞への分化過程

において、AKT のリン酸化が亢進することを明らかにした。しかし、AKT のリ

ン酸化が SCAP の象牙芽細胞に対し、正の作用か、負の作用か、どちらの制御を

行っているかは不明であった。そこで、AKT シグナルを抑制した SCAP を用い

て、その象牙芽細胞への分化能力を解析することとした。AKT シグナルを抑制

するために、AKT の上流のシグナルである、PI3K に対する特異的阻害剤

LY294002 による AKT のリン酸化阻害と、AKT mRNA の siRNA による AKT の

発現抑制を用いて、AKT 機能の抑制を行った。LY294002 と AKT-siRNA により

AKT 機能を抑制された SCAP は、予想に反して、その in vitro および in vivo に

おける象牙質形成能力が亢進した。つまり、今回の研究結果から、同じ MSC に

属する 2 つのタイプの幹細胞が、石灰化組織形成に対し、細胞内 AKT シグナル

が全く正反対の機能を有するという、非常に興味深い結果を得た。象牙芽細胞の
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分化過程において、初期分化過程においては PI3K-AKTシグナル経路の阻害を、

そして後期分化過程においては PI3K-AKTシグナル経路の活性化を行うという、

分化ステージ特異的に PI3K-AKT シグナル経路を調節することで、SHED の象

牙芽細胞分化を促進するという報告がある［10］。従って、今回の LY294002 お

よび AKT-siRNA を用いた前処理による、SCAP の象牙芽細胞分化に対する結果

を考慮すると、PI3K-AKT シグナル伝達のステージ特異的調節は、正常な SCAP

の象牙芽細胞への分化過程において、成熟した象牙芽細胞細胞へ分化が向うた

めの、初期分化段階で必要な律速段階であると考えられる。 

 

転写因子 RUNX2 は、骨芽細胞ならびに象牙芽細胞の分化および成熟に必須の

転写因子である［46-48］。しかし、その発現パターンは、骨芽細胞と象牙芽細胞

では異なることが知られている。骨芽細胞の分化過程では、RUNX2 の発現は骨

芽細胞の分化段階の進行とともに増加する［46］。一方、象牙芽細胞では RUNX2

の発現は分化過程の進行とともに増加するが、DSPP が発現する象牙芽細胞分化

の最終段階においては抑制されている［47、48］。最近の研究結果において、マ

イクロ RNA 338-3p、微小管関連タンパク質 Tau、小ヘテロ二量体パートナーお
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よび Rho/Rho 関連プロテインキナーゼなどの RUNX2 ターゲット分子のステー

ジ特異的調節が、RUNX2 の発現を転写的に抑制し、象牙芽細胞分化の最終段階

で DSPP の発現を誘導していることが明らかとなった［49-52］。骨肉腫細胞およ

び前立腺癌細胞において、AKT およびその下流シグナルの FOXO1 が RUNX2 の

転写を負に調節することが報告されている［53、54］。今回の実験結果から、SCAP

の象牙芽細胞分化における初期の PI3K-AKT シグナル経路が、象牙芽細胞分化

過程の初期段階において RUNX2 発現を転写調節し、SCAP を成熟象牙芽細胞へ

分化させるための重要な過程であると考えられた。さらに SCAP における PI3K-

AKT シグナル経路を介した RUNX2 の転写調節を研究することは、SCAP の象牙

芽細胞分化に関する新たなメカニズムを明らかにする可能性とともに、歯根象

牙質再生への礎となるものと考えられる。 

 

本研究では、スキャフォールドを使用せずに、細胞凝集現象を利用して SCAP

の球状構造物、すなわちスフェロイドを作製した。そしてこの SCAP ベースの

スフェロイドを石灰化させ、象牙芽細胞特異的基質タンパク質 DSPP の遺伝子

が発現する立体石灰化構造体を開発することに成功した。我々の開発した SCAP



 108 

ベース立体石灰化構造体は、市販の低付着性 U 底マルチウェルプレートおよび

一般的な培養液を使用したことから、製作に特別な機器や複雑なプロトコール

を必要としない。また、作製後、DNase 処理や滅菌操作によって無細胞化を行う

ことができ、天然の石灰化組織そのものを作製することができる。さらに今回の

顎骨欠損モデルにおける移植実験の結果を考慮すると、開発した SCAP ベース

の石灰化構造体は、骨再生に非常に有用であることが示された。外科的侵襲を伴

う骨移植材の採取およびドナー不足［15、16］、生体材料による感染や炎症［19、

20、55］など、臨床適応の上での問題点を克服する移植片となり得ることも期待

される。また歯周炎での骨欠損治療や、歯内療法での覆髄材としての応用の可能

性も有し得る。再生医療用として臨床的に応用、または歯科インプラント治療で

の天然象牙質素材による歯根象牙質としての応用など、臨床応用を行うために

はさらなる組織工学に基づいた基礎研究と前臨床試験が必要である。 

 

ヒトの臓器/組織の代替モデルとして研究に用いている動物モデルおよび 2D

細胞培養試験は、種特異的および構造特異的な違いによる、ヒト反応とは異なっ

た予測に基づく高コストな実験および薬物反応など、いくつかの問題を抱えて
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いる[56]。SCAP の直接的な多分化能を考慮すると［2,57-59］、この scaffold-free

培養 3D−SCAP−スフェロイドの技術は、ヒトの臓器を小型化することを可能と

し、その結果、基本的な 2D スクリーニングプラットフォームスクリーニングと

現在の前臨床動物モデルに対する有利な代替法となり得るかもしれない。

scaffold-free 培養 3D-SCAP-スフェロイドはまた、3D バイオプリンターを用いて

複数のヒトの臓器/組織を製造するための実現可能な機能的 3D 組織芽となり得

る[60]。この scaffold-free 培養 3D スフェロイドと組み合わせたさらなる研究は、

ヒト疾患の治療および高スループットの薬物スクリーニングにおける新たな戦

略を提供するであろう。 

 

3D 環境の培養系は微小環境を再構築し、細胞間相互作用において細胞内シグ

ナル伝達活性を促進する［61］。最近、3D スフェロイドで培養した DPSCs が、

2D 単層で培養した DPSCs と比較して、石灰化組織を形成する能力を高く示す

ことが報告された［19］。また、3D DPSCs スフェロイドは、細胞密度が高く石灰

化が進んだ辺縁ゾーンと、アポトーシスが生じ細胞密度が低いコアゾーンの 2つ

の領域からなる。一方、PI3K-AKT シグナル経路の下流の一部である mTOR シ
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グナル経路は、細胞内でのオートファジーを阻害しアポトーシスを誘導するこ

とが知られている［62］。今回の SCAP ベースのスフェロイドにおいて、rapamycin

前処理を施した SCAP ベース立体石灰化構造体は、LY294002 前処理を施した

SCAP ベース立体石灰化構造体と比較して、in vitro で著しく高い石灰化密度を

もたらし、in vivo 骨再生を強く誘導していた。また、rapamycin 前処理による

mTOR の阻害は、象牙芽細胞への分化初期段階で SHED の分化を加速させると

いう報告がある［10］。つまり我々は mTOR の阻害により、SCAP のアポトーシ

スによる細胞死を抑制する事で、三次元立体構造体の特に内部まで、高い石灰化

組織を有する新たな SCAP ベースの石灰化構造体を開発することに成功した。

さらに今回の移植研究により、石灰化密度が高い SCAP ベースの石灰化構造体

の方が、骨再生においてより優れた骨誘導性を示すことが明らかとなった。今後

は、より均質な石灰化構造体の開発へ着手するとともに、より大きな石灰化構造

体の作製、また 3D プリンターを用いた種々の形態の石灰化構造体の作製にチャ

レンジする予定である。 
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§5-2. 研究Ⅱの考察 

歯根象牙質の幹細胞である SCAP の象牙芽細胞分化能・象牙質形成能は、歯

根象牙質/歯髄複合体の組織工学的再生における治療可能性を決定するための重

要な性質である［1］。しかし、SCAP を用いた in vitro および in vivo において、

象牙芽細胞分化能・象牙質形成能を促進する研究はあまり報告されていない。

ASA は、組織工学および細胞療法におけるヒト MSCs による骨再生において、

骨造成を促進させる薬剤として興味深い結果を得ている［30、31］。そこで我々

は、ASA の薬理学的作用が SCAP の象牙質形成能に有益であると仮定した。本

研究では、ASA が SCAP の in vitro および in vivo において象牙芽細胞分化能・

象牙質形成能を促進することを明らかにし、ASA 処理が SCAP を用いた歯根象

牙質再生に有効なアプローチであることを示唆した。 

 

最近の研究では、テロメラーゼ活性が幹細胞の特性の維持および MSCs の骨

形成能力に促進的に関与していることが報告された［29、30、63、64］。従って、

テロメラーゼの活性を有することは、骨再生のための組織工学においてMSCsが

備えるべき必須な性質であることが示唆されている。TERT 遺伝子を遺伝子導入
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により過剰発現させ、MSCs において TERT 活性を亢進させた場合、MSC 表面

抗原の陽性マーカーである STRO-1、CD146 および CD105 の発現が著しく上昇

することが報告されている［30、63］。細胞分取により得られた STRO-1 と CD146

の二重陽性 SCAP は、コントロールの SCAP よりも優れた象牙質形成能力を示

すことも報告されている［65］。本研究では SCAP を ASA 処理することにより、

以下の研究成果を得た。ASA 処理により SCAP のテロメラーゼ活性がわずかに

上昇した。さらに、SCAP における CD146 および CD24 の発現が増加していた。

また、SCAP の in vitro および in vivo での象牙質形成が亢進していた。以上の所

見より、ASA 処理により SCAP のテロメラーゼ活性を制御する薬理学的アプロ

ーチは、SCAP を応用した歯根再生のための新しい戦略となることが示唆された。 

 

研究Ⅱでは、LY294002による機能的抑制およびAKT-siRNA前処理によって、

ASA 刺激下でその促進が認められた SCAP の in vitro および in vivo における象

牙芽細胞分化能・象牙質形成能がさらに促進された。研究Ⅰの考察で述べたよう

に、様々な細胞内因子・分子が象牙芽細胞の分化をステージ特異的に制御してい

ることが明らかとなっている［46-54］。SP7 および NFIC は SCAP の最終分化に
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関与する重要な転写因子であり［66,67］、歯根形成に重要な役割を果たす［68-

70］。NFIC は、SCAP および象牙芽細胞の分化過程において DSPP 発現を調節す

る［71,72］。最近の研究によると、NFIC が、RUNX2 の下流シグナルである SP7

の発現を決定する転写スイッチとして機能し、BMMSCs の骨芽細胞への分化を

調節することが示唆されている［73］。研究Ⅱでは、ASA 刺激による SCAP の象

牙芽細胞分化の促進において、PI3K-AKT シグナル経路の前抑制が RUNX2 の発

現抑制および DSPP の発現亢進、引いては SCAP の象牙芽細胞分化の促進に関

連していることを明らかにした。そこで、SP7 および NFIC の発現に着目した。

PI3K-AKT 経路の機能的抑制はまた、ASA 刺激下での SCAP の象牙芽細胞分化

における SP7 および NFIC の発現をさらに促進した。以上の結果は、PI3K-AKT

シグナル経路が、ASA 刺激下での SCAP の象牙芽細胞分化・成熟を促進する新

しいステージ特異的スイッチとして作用することを示唆した。 

 

ASA および AKT 阻害剤が、SCAP の in vivo での象牙質様構造体の形成能を加

速するというこの知見から考えると、現在のアペキシフィケーションおよび直

接覆髄で使用される薬剤に加え、ASA、AKT 阻害剤および SCAP との混合物が、
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象牙芽細胞およびその幹細胞／前駆細胞の内因性を標的とし、歯内治療におけ

る象牙質/歯髄再生の臨床的成功を導く、新たなユニークな代替物となり得るこ

とを示している。また最近我々は、scaffold-free の SCAP ベースのスフェロイド

とその石灰化物質の開発に加えて、マウスの顎骨欠損における骨再生を誘導す

ることに成功しており[74]、ASA 処理した scaffold-free の SCAP ベースのスフェ

ロイドは、歯根尖切除術および抜歯後の、歯根および歯槽骨の再生のための新し

い組織工学的材料となり得る事を示唆する。ASA および AKT 阻害剤と組み合わ

せたさらなる前臨床試験は、将来の再生歯学に基づく歯内療法における新たな

再生戦略を提供し得る。 

 

結論として、我々は ASA が PI3K-AKT シグナル経路を増加させて SCAP の象

牙質形成機能を促進することを実証した。しかし、PI3K-AKT シグナルの機能的

抑制は、RUNX2 の抑制および SP7、NFIC、DSPP の増強を介して、ASA により

加速する SCAP の象牙芽細胞分化を促進することから、PI3K-AKT シグナル経路

が象牙質形成 SCAP を最終段階（完全に成熟した段階）にするためのスイッチ

として機能することを示唆している。今後、このスイッチ機構をより詳細に解明



 115 

し、ASA処理とPI3K-AKTシグナル経路の抑制制御を組み合わせることにより、

SCAP ベースの歯根象牙質再生のための新しいアプローチがさらに開発される

ことが期待される。 
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§6. 総 括 

 

本研究では、SCAP の象牙芽細胞分化のメカニズムを解明するため、PI3K-

AKT-mTOR シグナル経路の SCAP への役割を検討した。また、SCAP の象牙質

再生医療への応用を見据えて、scaffold を使用しない SCAP ベースの石灰化球状

構造体の開発に挑戦した。さらに、SCAP の象牙芽細胞分化ならびに象牙質形成

能を加速させる条件を見つけるため、ASA を SCAP に応用し、象牙芽細胞分化

ならびに象牙質形成能への影響を調べた。本研究により得られた成果は以下の

通りである。 

 

1. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路が SCAP の象牙芽細胞分化過程で負の調節機

構として関与している。 

2. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制により、SCAP の in vitro での象牙芽細

胞分化が促進される。 

3. PI3K-AKT-mTOR シグナル経路の抑制により、SCAP の in vivo での象牙質形

成が促進される。 
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4. SCAPのスフェロイドを作製するための至適初期細胞播種数および培養期間

は、96 ウェルマルチウェルプレート 1well 当り、それぞれ 1 × 105 個およ

び 7 日間である。 

5. scaffold-free で SCAP ベースの３次元石灰化構造体を作製できる（平均値カ

ルシウム含有量 20.8 重量％）。 

6. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、象牙芽細胞特異的遺伝子 RUNX2、

BGLAP および DSPP を発現する。 

7. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、LY294002 および rapamycin の前

処理により、その石灰化が向上する。 

8. SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体は、顎骨欠損部における骨再生を誘

導する。 

9. SCAP または SCAP ベース scaffold-free 石灰化構造体による顎骨欠損部にお

ける骨再生は、LY294002 および rapamycin での前処理により促進する。 

10. ASA は SCAP の細胞形態、細胞接着には効果を示さない。 

11. ASA は SCAP の CD146 および CD24 の発現を促進させる。 

12. ASA は SCAP のテロメラーゼ活性を促進させる。 
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13. ASA は SCAP の in vitro での脂肪細胞分化および軟骨細胞分化には影響を与

えない。 

14. ASA は SCAP の in vitro での象牙芽細胞への分化を促進する。 

15. ASA は、SCAP の象牙芽細胞分化過程における AKT のリン酸化を促進す

る。 

16. PI3K-AKT シグナル経路の阻害は、ASA により促進される SCAP の in vitro

での象牙芽細胞分化をさらに加速する。 

17. ASA は、SCAP の in vivo での象牙質形成を促進する。 

18. PI3K-AKT シグナル経路の阻害は、ASA により促進される SCAP の in vivo で

の象牙質形成をさらに加速する。 

 

今後は、SCAP の象牙芽細胞分化メカニズムの解明をさらに進めていくととも

に、象牙質様構造物を再生歯根象牙質に発展させる方法を探求していく予定で

ある。 
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付. 略語集 

AKT: protein kinase B 

ASA: acetylsalicylic acid 

αMEM: minimum essential medium alpha modification 

BGLAP: bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein 

BMMSC: bone marrow mesenchymal stem cell  

CFU-F: colony-forming unit-fibroblasts 

CNCCs: cranial neural crest cells  

CT: connective tissue 

DAPI: 4’ , 6-diamidino-2-phenylindole 

DPSCs: dental pulp stem cells 

DSPP: dentin sialophosphoprotein 

ERK1/2: extracellular signal-related kinase 1 and 2 

FBS: fetal bovine serum 

HA/TCP: hydroxyapatite/tricalcium phosphate 

HE: hematoxylin and eosin 

MSCs: mesenchymal stem cells 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

NF-IC: nuclear factor IC 

NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

p-AKT: phosphorylated AKT 

PBS: phosphate-buffer saline 
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PDLSCs: periodontal ligament stem cells  

p-ERK1/2: phosphorylated ERK1/2 

PI3K: phosphatidyl inositol 3 kinase 

R-PE: R-phycoerythrin 

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

RT-qPCR: RT- quantitative PCR 

RUNX2: runt-related transcription factor 2  

SCAP: stem cells from apical papilla 

SHED: stem cell from human exfoliated deciduous teeth 

siRNA: small interfere RNA 

SP7: specificity protein 7 

TBR: transforming growth factor beta receptor 

TERT: telomerase reverse transcriptase 

TGFβ: transforming growth factor beta 

Wnt: wingless-type mouse mammary tumor virus integration site family member          
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