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Ⅰ．緒言	 

幹細胞移植による歯髄再生は、歯髄炎または根尖性歯周炎の治療のための有

望なアプローチであり、歯の寿命を伸ばし、QOL（quality of life）の改善に役

立つと考えられる 1,2,3,4,5)。Ioharaら 6)、Ishizakaら 7)は、これまで、イヌ抜髄

後の根管内に幹細胞である歯髄 CD105+細胞または歯髄 CD31- side-population

（SP）細胞を SDF-1（stromal cell-derived factor 1）とともに移植し、歯髄を

完全に再生させることに成功した。また、臨床応用をめざして、より安全性の高い歯

髄膜分取細胞(MDPSCs)8)を医薬品である G-CSF（granulocyte-colony 

stimulating factor）とともに移植することによっても歯髄を完全に再生することに成功

した 9)。その再生メカニズムとして、G-CSFによる周囲組織の幹細胞の遊走、増殖促

進効果、抗炎症作用、抗アポトーシス作用、血管新生促進作用および神経突起

伸長効果が示唆されている 8,9)。 

一方、bFGF（basic fibroblast growth factor）はすでに熱傷や褥瘡の治療薬

10)として製剤化され、アメリカ食品医薬品局（FDA）や医薬品医療機器総合機

構（PMDA）によって承認されており、歯髄再生治療に臨床応用するための遊

走因子の候補として安全面で有利と考えられる。また、bFGFは歯髄幹細胞に対

して、in vitroにおける遊走促進作用 11,12)、増殖促進作用 12)、血管新生作用 13)

を有し、線維芽細胞に対して抗アポトーシス作用 14,15,16)が知られている。また

in vivoにおいて bFGFはプラスミノーゲン活性化因子の活性化 17)により血管

基底膜の溶解、血管内皮細胞の遊走および増殖 18)、細管形成、毛細血管再生と
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いう血管再生のために必要な反応を促進し 19,20)、肉芽組織形成促進作用を有す

ることが知られている 21)。下肢虚血疾患モデルにおいては血流の回復が認めら

れる 22)。また、耳介軟骨欠損モデルにおいて軟骨組織を誘導する 23)ことから、

軟骨再生にも有効であることが示唆されている。さらに、骨折において、間葉

系幹細胞の増殖および分化を促進することにより治癒を促進することが報告さ

れている 24)。慢性虚血性心疾患に対しては、心筋由来幹細胞を bFGFとともに

移植すると心機能が回復することが報告され、bFGFは移植細胞の生着率を向上

させ血管新生を促進する効果を有することが示唆されている 25)。 

一方、歯科領域においては、歯周疾患の歯槽骨欠損モデルの骨欠損部位へ bF

GFを添加すると、歯根膜細胞に対して遊走、増殖が生じ、血管が新生され、骨

組織の分化誘導による効果から歯周組織の再生が起こる 26)。bFGF を露髄面へ

添加すると、血管組織の回復、歯髄細胞の遊走により歯髄組織の再生が起こり、

その表面に新生象牙質が再生されると報告されている 27)。さらに歯髄再生に関

しては、bFGF と NGF（nerve growth factor）あるいは BMP7（bone morp

hogenetic protein 7）を混合し、抜髄したヒトの抜去歯根管内に注入し、異所

性に移植すると、血管が新生され歯髄が再生されることから 28)、bFGF は歯髄

再生に重要な細胞遊走作用を有することが示唆されている。また、bFGFのみを

同様にヒトの抜去歯根管内に注入し、異所性に移植すると、細胞が侵入し結合

組織が認められると報告されている 29)。 
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以上のように、bFGFは G-CSFと、遊走・増殖促進、血管新生、抗アポトー

シス作用などの類似した作用を有することが示唆されている。Ioharaら 9)はす

でに、G-CSFを歯髄幹細胞とともに用いた歯髄再生治療法の非臨床研究の安全

性および有効性試験に成功し、さらに現在臨床研究を開始している。しかしな

がら、これまで、bFGFと歯髄幹細胞の併用による歯髄再生に対する相加効果は

いまだ明らかではない。よって、本研究の目的は、in vitroおよび in vivoにお

ける bFGFの効果を G-CSFと比較し、歯髄再生治療に用いる最適な遊走因子を

検討することである。 

	 

Ⅱ．材料および方法  

1.	 ヒト歯髄幹細胞分取  

同意を得た後にヒト第 3大臼歯より即座に歯髄を摘出し、0.04 mg/mlリベラ

ーゼ溶液（Roche, Mannheim, Germany）で 37℃、１時間酵素消化して歯髄

細胞を分離し、10%ヒト血清（同意を得た健常成人より採取）含有の Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium（DMEM）（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）

培地に 2-4×104の細胞数で 35mmディシュ（Asahi Techno Glass Co., Chiba, 

Japan）上に播種した。 

膜遊走分取器としては、上部構造として、セルカルチャー・インサート 

（Polycarbonate Membrane）Transwell® Insertsを、下部構造として 24 well 

plateに挿入して用いた。ただし、膜は、細胞が接着しないように表面修飾処
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理した。この表面処理は安全性を考慮し、医療機器承認されたものを用いた。

この膜上部に、ヒト 3代目歯髄細胞を 1×105 cells/100 µl播種し、下部構造体

の 24 well中に 10%ヒト血清を含むDMEM中に遊走因子G-CSF（Neutrogin®）

（Chugai Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）を最終濃度が 100 ng/mlになる

よう入れ、48時間後に上部構造を取り除き 24wellの培地を、10%ヒト血清含

有 DMEMに培地交換した。24 wellに付着した細胞数を位相差顕微鏡下で測定

した。さらに培養して、70 %コンフルエント後に継代した。この細胞をヒト遊

走歯髄膜分取幹細胞（MDPSCs）として使用した。 

なお、この研究は愛知学院大学歯学部倫理委員会の承認（承認番号：

AGUD291）を得て行われた。 

2.	 細胞培養  

MDPSCsは 10%ヒト血清含有 DMEMにて培養した。ヒト歯根膜線維芽細胞

（Human Periodontal Fibloblasts、 PdLF）（ clone 3F1611）は Lonza

（Muenchensteinerstrasse, Switzerland）より購入し、bFGF及び IGF含有

の SCGMTM SingleQuots® （Lonza）にて培養した。骨髄由来間葉系幹細胞

（Human bone marrow-derived mesenchymal stem cell、BM）（ clone 

JCRB1160）はヒューマンサイエンス研究資源バンク（Tokyo, Japan）より購

入し、Powered By 10（GP bio science, Sapporo, Japan）にて培養した。ヒト

臍帯静脈血管内皮細胞（Human Umbilical Vein Endothelial Cells、HUVEC）

（clone 7F3415）は Lonzaより購入し、10% fetal bovine serum（FBS）（Life 
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Technologies Co., Carlsbad, CA）含有の EGM2（Lonza）にて培養した。ヒト

神経芽細胞腫（human neuroblastoma cell、TGW）（clone JCRB 0618）はヒ

ューマンサイエンス研究資源バンクより購入し、10%FBS含有 DMEMにて培

養した。全ての細胞は 37℃、5％CO2湿潤下にて培養を行った。 

3.	 培養上清の調製  

MDPSCsを、50% コンフルエントの状態にて無血清培地に変え、24 時間後、

培養上清（CM）として回収した。その上清を amicon ultra-15 centrifugal filter 

unit with ultracel-3 membrane（Millipore, Billerica, MA, USA）にて約 25 倍

に濃縮し、 proteinase inhibitors（HaltTM proteinase inhibitor cocktail 

EDTA-free , Thermo Scientific, Rockford, IL, USA）に添加した。得られた CM

は‐ 80℃にて保管した。CM 中のタンパク濃度は、BradfordUltraTM 

（Expedeon, Cambridge, UK）により定量した。CMは、細胞の出す trophic

効果と同様の効果をもつとされており、in vitro においてコントロールとして

用いた。 

4.	 遊走能、増殖能および抗アポトーシス作用の測定  

MDPSCs、HPdLF、BM、HUVEC、TGW の bFGF（Fiblast Spray®）（Kaken 

Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）、G-CSF および CMに対する遊走能を比

較するために、TAXIScan-FL（Effector Cell Institute, Kanagawa, Japan）を

用いて解析を行った。TAXIScan-FLは、エッチングしたシリコン基板と平坦な

ガラスプレートから構成され、両者は、6 µmの深さのマイクロチャネルを有す
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る二つのコンパートメントを形成する。各細胞（105 cells／mlを 1 µl）を、ス

テンレススチールホルダーを備えたデバイスが結合した単一の孔に注入し、10 

ng/µlの遊走因子1µlを一定濃度勾配が形成させるように反対側の孔に注入した。

細胞遊走のビデオ画像を 24時間にわたって撮影し、画像解析により遊走細胞数

を測定した。 

増殖能については、歯髄幹細胞 5代目を 96 wellに 1×103cells で播種し、

DMEM中に、最終濃度 50 ng/mlになるように bFGF、G-CSFあるいは CM（タ

ンパク質濃度 5 µg/ml）を培地に添加し培養した。10 µl の Tetra-color one®

（Seikagaku Kogyo, Co., Tokyo, Japan）を 96 well plateに添加し、細胞数を 

2、12、24、36、48時間で経時的に吸光度（450 nm）を測定した。細胞を含

有しない条件を negative controlとした。 

抗アポトーシス作用に関しては 500 nM staurosporine（St）（Sigma-Aldrich）

含有 DMEM中に、最終濃度 100 ng/ml の bFGF、G-CSFあるいは CM（タン

パク質濃度 5 µg/ml）を添加し 3時間作用させた。その後、Annexin V-FITC

と propidium iodide （Roche）で 15分反応させ、アポトーシス細胞を標識し

た後フローサイトメトリーにて測定した。 

5.	 多分化能  

bFGFおよび G-CSFの分化促進作用（血管内皮細胞分化促進作用、神経突起

伸長促進作用、象牙質誘導促進作用）を比較した。 

血管内皮細胞分化促進作用における bFGF および G-CSF の分化促進作用を
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比較した。血管誘導培地として 5 µg/ml アスコルビン酸（Lonza）、5 µg/ml ヘ

パリン（Lonza）および 5 µg/ml ハイドロコルチゾン（Lonza）含有 DMEM 100 

µl に最終濃度 100 ng/mlになるよう bFGF、G-CSFあるいは CM（タンパク

質濃度 5 µg/ml）を加えたものを用意した。その培地で HUVEC を 3×103 

cells/100 µlになるよう懸濁し、matrigelTM （BD Bioscience, Franklin Lakes, 

NJ, USA）上に播き培養した。1時間および 5時間後に、管腔形成を倒立顕微

鏡を用いて観察した（Leica, 6000B-4, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Germany）。また、管腔形成量は suit V3 software（Leica）を用いて測定した。 

神経突起伸長促進作用はMurakamiら 8)の方法で測定を行った。 

象牙質誘導促進作用においては、象牙質分化誘導培地（50 µg/mlアスコルビ

ン酸、1mMリン酸および 10％FBS含有 DMEM）2 mlに最終濃度 100 ng/ml

になるよう bFGF、G-CSFあるいは CM（タンパク質濃度 5 µg/ml）のいずれ

かを添加し、14日間培養した。また、ポジティブコントロールとして 50 ng/ml 

BMP2を添加した系にて行った。さらに、象牙質分化誘導を分子生物学的に解

析するために象牙質誘導マーカーである DSPP, enamelysin のmRNA発現を

real-time RT-PCRにて解析した。 

6．マウス異所性歯根移植モデルにおける血管新生および歯髄再生	 

ブタの歯根を長さ 6 mmに切断し、直径 1 mm幅に拡大し、片側をリン酸亜

鉛セメントにて封鎖した。最終濃度 15 µg/ml bFGF、G-CSFまたはブタ遊走歯

髄膜分取細胞（5代目）をコラーゲン TE（Nitta Gelatin, Tokyo, Japan）と混
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合し、ブタ歯根の根管内に注入した。これらを 5週齢の SCIDマウス（CB17, 

CLEA, Tokyo, Japan）に皮下移植した。 

移植 21日後、移植歯を取出し、4%パラホルムアルデヒド（Nakarai Tesque, 

Kyoto, Japan）にて 4℃で一晩浸漬固定し、KalkitoxTM （Wako, Osaka, Japan）

にて 4℃で 1週間脱灰した。縦断面 5 µmのパラフィン切片を作製し、HE染色

後、形態学的に観察した。サンプルにおける再生歯髄の相対量は、実体顕微鏡

（Leica, M 205 FA, Wetzlar, DE, USA）で歯の全体画像を取得し、測定した。

bFGF、G-CSF および細胞を移植したそれぞれ 3 本ずつの各歯について、150 

µm の間隔をおいた 3 つのセクションを解析した。再生歯髄組織の輪郭をトレ

ースし、根管におけるこの輪郭の表面積を、Leica Application Suite software

を用いて解析した。根管面積に対する再生歯髄面積の比率は、各歯の 3つのセ

クションそれぞれにおいて算出し、平均値を決定した。 

再生歯髄面積における新生血管面積の比率は、蛍光顕微鏡（Leica, TSC-SP5）

付属の Leica Application Suite Advanced Fluorescence（LAS AF）software

（Leica）にて解析し、各歯の 3つのセクションにおいて計算し、平均値を決定

した。 

再生歯髄組織の象牙芽細胞への分化を解析するために、enamelysinに対する

プローブを用いて in situ hybridizationを行った。イヌenamelysin (195 bp) の

cDNA を SpeI および NcoI でそれぞれ酵素処理し、線状にし、アンチセンス

およびセンスプローブを作製した。パラフィン切片をこれらのプローブと反応
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させ、TSAキット（PerkinElmer, Boston, MA, USA）を用いて DIGシグナル

は検出した。また、歯髄のマーカーである thyrotropin-releasing hormone 

degrading enzyme （TRH-DE）30)を in situ hybridizationにて確認した。 

血管新生を解析するために、一次抗体マウス抗ラット Reca1（Sanbio BV, Uden, 

The Netherlands）及び二次抗体ビオチン化ウマ抗マウステキサスレッド

（Vector, Burlingame, CA, USA）を用い免疫染色を行った。これらの標本は、

共焦点レーザー顕微鏡（TCS SP5 倒立顕微鏡, Leica）を用いて観察し、LAS AF 

softwareを用いて、三次元構造を再構築した。 

7．再生歯髄組織の遺伝子解析  

bFGF、G-CSF あるいは細胞を移植後 21 日間経過した合計 9 本の歯を使用

し、Real-time RT-PCRにて解析を行った。それぞれの再生歯髄組織から RNA

を抽出し、歯髄のマーカーである TRH-DE と、象牙芽細胞のマーカーである

enamelysin を Real-time RT-PCR にて解析した。ネガティブコントロールと

してはコラーゲンのみ移植したものを用いた。 

なお、上記動物実験は愛知学院大学歯学部および国立長寿医療研究センター

の動物実験指針に基づいて、動物実験倫理委員会の承認（承認番号：AGUD156）

を得て行われた。 

8．統計学的解析  

データは平均±標準偏差で表した。統計処理には一元配置分散分析および多

重比較テスト（Tukey法）を用い SPSS 21.0 （IBM, NY, USA）にて解析した。 
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Ⅲ．結果  

1．in vitro における遊走因子の効果  

これまで、歯髄再生のメカニズムとして、遊走因子は移植細胞のアポトーシ

スを抑制し、歯周囲組織から在来の幹細胞を根管内に遊走させ、増殖、アポト

ーシスを抑制し、さらに血管新生、神経突起伸長、象牙質再生を促すことが知

られている。したがって、最初に in vitroにおいて、遊走、増殖、抗アポトー

シス、血管内皮分化、神経突起伸長および象牙質誘導作用に対する bFGFおよ

び G-CSFの作用を比較検討した。歯髄が再生する際には、歯根膜細胞、骨髄

細胞、血管内皮細胞、神経細胞などの細胞が根管内に遊走してくると考えられ

るため、本研究では、歯根膜細胞として PdLF（ヒト歯根膜線維芽細胞、Human 

Periodontal Fibloblasts）、骨髄細胞としてBM（骨髄由来間葉系幹細胞、Human 

bone marrow-derived mesenchymal stem cell）、血管内皮細胞として HUVEC

（ヒト臍帯静脈血管内皮細胞、Human Umbilical Vein Endothelial Cells）、神

経細胞として TGW（ヒト神経芽細胞腫、human neuroblastoma cell）を用い

た。また、移植する歯髄幹細胞としてMDPSCs（遊走歯髄膜分取細胞、Dental 

pulp stem cells mobilized by G-CSF）を用いた。 

まず遊走促進作用に関して、TGW以外の細胞で bFGFおよび G-CSFによる

遊走促進作用が認められた。MDPSCs、PdLF、BMおよび HUVECにおいて、

CM、G-CSF、bFGFの順で遊走促進作用があった。また bFGFと G-CSFの遊
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走促進作用には有意差はなく、CMと比較すると bFGFおよび G-CSFは有意

に少なかった。増殖促進作用に関して、すべての細胞で bFGFおよび G-CSF

による増殖促進作用が認められた。すべての細胞において CM、bFGF、G-CSF

の順で増殖促進作用があった。また bFGFと G-CSFの間に有意差はなく、CM

と比較すると bFGFおよび G-CSFは有意に少なかった。抗アポトーシス効果

に関して、全ての細胞で bFGFおよび G-CSFによる抗アポトーシス効果が認

められたものの、bFGFとG-CSFの間に有意差はなく、CMと比較すると bFGF

および G-CSFは有意に少なかった。血管内皮細胞分化促進作用に関して、血

管誘導培地（アスコルビン酸、ヘパリン、ハイドロコルチゾン含有 DMEM）

に bFGFおよび G-CSFを添加することで分化促進が認められた。CM添加群

においても分化促進が認められたが、分化培地のみでは分化促進は認められな

かった。管腔形成量を統計学的に解析すると、bFGFと G-CSFの間に有意差は

なく、CMと比較すると bFGFおよび G-CSFは有意に少なかった。神経突起

伸長促進作用において、TGWに GDNF（glial cell line-derived neurotrophic 

factor）を添加すると伸長促進作用があると言われており、本実験においても

同様であった。GDNFに bFGFおよび G-CSFを添加した群は伸長促進作用が

認められた。しかし、単体で添加した場合、促進作用がないことが認められた。

神経突起伸長作用を統計学的に解析すると、bFGF添加群と G-CSF添加群の間

に有意差は認められなかった。象牙質誘導促進誘導条件下において、誘導培地

（アスコルビン酸、リン酸含有 DMEM）に G-CSFを添加すると石灰化を促進
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するが、bFGFを添加すると石灰化抑制効果が認められた。Real-time RT-PCR

解析においても bFGFでは DSPP、enamelysinの発現は認められなかった。

その他の添加群においては発現が認められた。 

2．歯髄再生  

SCID マウスに移植した際の、各遊走因子での再生能を比較した。bFGF、

G-CSF および MDPSCs の移植において、移植後 21 日目に歯髄様組織の再生

が認められた。再生歯髄量を統計学的に解析すると、bFGFと G-CSFの間に有

意差は認められなかったものの、MDPSCs を移植した場合、bFGF および

G-CSFを移植した場合よりも有意に多かった。また、再生歯髄組織の細胞密度

を統計学的に解析すると、bFGFと G-CSFの間に有意差は認められなかったも

のの、MDPSCsを移植した場合、bFGFおよび G-CSFを移植した場合よりも

有意に多かった。標本を Reca1で染色したところ、すべての移植において再生

組織中に血管新生が生じていることが認められた。血管新生密度を統計学的に

解析すると、bFGF と G-CSF の間に有意差は認められなかったものの、

MDPSCsを移植した場合、bFGFおよび G-CSFを移植した場合よりも有意に

多かった。再生組織中の enamelysin の発現はすべての移植において再生組織

中に象牙芽細胞の新生が生じていることが認められた。象牙細管内への象牙芽

細胞突起伸長が認められた。象牙質壁 1 mm当たりの陽性細胞数を統計学的に

解析すると、bFGF と G-CSF の間に有意差は認められなかったものの、

MDPSCsを移植した場合、bFGFおよび G-CSFを移植した場合よりも有意に
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多かった。 

3．再生歯髄が歯髄であることの証明  

歯髄で高発現することが知られている TRH-DEの発現は、すべての再生組織

において、正常な歯髄組織と比較して、同様に発現していることが認められた。

Real-time RT-PCR において、bFGF、G-CSF および MDPSCs を移植したも

のすべてに TRH-DE の発現が認められた。また、象牙芽細胞マーカーである

enamelysin も移植したものすべてに発現が認められた。 

 

Ⅳ．考察  

FGFは、線維芽細胞に対して増殖活性を有する因子として精製された因子で

ある 31)。FGF シグナルは、組織の修復及び再生に対して重要な役割を有する

ことが知られている。bFGF は未分化間葉系細胞に対して強い血管誘導作用お

よび増殖促進作用を有する 32)。特に血管新生作用は、血管内皮細胞増殖因子

（VEGF）や血小板由来成長因子（PDGF）などの血管形成因子よりも高いと

されている 33)。bFGFは発生期から成熟期に至るすべての過程において広く発

現されている。中枢神経系の発達期間に、神経発生、軸索成長と分化に重要な

役割を果たし 34)、また、成人の脳の機能維持にとっても重要である 35)。FGF

は、FGFR2b、3b を除く全ての FGFR に結合することが明らかとなっており

36)、様々な細胞種に効果を示していることが明らかにされている。リコンビナ

ントヒト bFGFは製薬として、皮膚、骨・軟骨、心筋、歯周など様々な治療へ



 14 

の開発が進んでいる。日本では bFGFは褥瘡性潰瘍に対しすでに使用されてい

る 10)。bFGFは血管形成 19,20)と線維芽細胞の増殖を促進し、創傷治癒の初期段

階に傷の欠損部位を補填する肉芽組織形成を促進する 21)。bFGFは組織再構成

の際に、細胞の遊走に直接作用する。臨床研究としては、bFGF はすでに、骨

折 24)や歯周組織再生治療 26)に用いられている。 

一方、G-CSFはサイトカインの一種で、骨髄系前駆細胞の増殖、分化、生存

などを促進することが知られている 37)。G-CSF は骨髄幹細胞や成熟好中球に

対して動員作用を有することから、現在、臨床において化学療法後の好中球減

少症や造血幹細胞移植などの際に製薬として広く用いられている。また、急性

心筋梗塞モデルにおいては、G-CSFはアポトーシスを抑制し、骨髄幹細胞や血

管内皮前駆細胞を動員させることにより血管新生を促進させ、心機能低下を抑

制することが報告されている 38)。さらに、G-CSF は心筋細胞の増殖を促進す

ることが知られている 39)。造血幹細胞が G-CSF 投与により動員されるメカニ

ズムは、交感神経から放出されるカテコールアミンが骨細胞や骨芽細胞を抑制

し、骨芽細胞ニッチから幹細胞が放出されやすくなるためと考えられている 40)。 

したがって、bFGFと G-CSFは、間葉系幹細胞に対して類似した作用を持つ

可能性が示唆されるため、本研究においては、歯髄再生に対する最適な遊走因

子を検討するために、in vitro および in vivo の両方において bFGF の効果を

G-CSFと比較した。 

in vitro において、本研究では、bFGF、G-CSF ともに、歯髄幹細胞である
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MDPSCs、歯根膜由来である PdLF、骨髄由来である BM、および血管内皮由

来である HUVECに対して、遊走促進、増殖促進および抗アポトーシス作用を

有し、その効果に有意な差がないことを明らかにした。また、神経前駆細胞の

性質を有する TGW に対して bFGF および G-CSF の増殖促進および抗アポト

ーシス作用を明らかにした。さらに、bFGF、G-CSFともに、HUVECに対し

て血管内皮細胞分化促進作用を有し、また TGW に対して神経突起伸長促進作

用を有することを明らかにした。これまで bFGFの遊走促進および増殖促進作

用は、歯髄細胞に対して知られており 12)、抗アポトーシス作用は線維芽細胞に

対して知られていた 14,15,16)ように、bFGFが血管内皮細胞分化促進作用 41)、お

よび神経突起伸長促進作用 42)を有することは知られていた。しかしながら、本

研究のように、様々な細胞に対する bFGF と G-CSF の種々の作用を同時に比

較検討した研究は未だ報告されておらず、また bFGFと G-CSFの in vitroに

おける作用が類似しているという報告も他にない。 

また、本研究では、in vivo におけるbFGFおよびG-CSFの再生能を異所性歯

根移植モデルを用いて比較した。これまで、異所性歯根移植モデルにおいて、

bFGFを用いて歯髄再生を試みた研究が報告されているが28,29)、再生組織が歯髄

であることを形態学的および分子生物学的に明らかにした報告はない。また、

in vivo において、bFGF とG-CSFの歯髄再生に対する効果を比較した報告は

ない。本研究では、異所性歯根移植モデルにおいて再生組織量、再生組織内細

胞密度、血管新生密度および象牙芽細胞数に有意差はみられなかった。また、
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歯髄マーカーのTRH-DE 30)のmRNA発現に有意差がないことから、再生された

組織は歯髄でありその質的差はないことが明らかとなった。Ioharaら9)は、す

でに、実際の歯内治療に類似したイヌの抜髄後根管内に歯髄幹細胞とG-CSFを

移植して歯髄を再生させることに成功している。以上のことから、根管治療後

の歯髄再生治療に用いる遊走因子として、bFGFはG-CSFの代替として使用で

きる可能性が示唆される。今後さらに、イヌ抜髄後歯髄再生モデルに歯髄幹細

胞とbFGFを移植し、歯髄幹細胞とG-CSFの移植の場合と比較して、再生され

る歯髄組織を質的および量的に、さらに歯髄組織の経時的変化も検討する必要

がある。 

さらに、象牙質誘導に関しては、in vitro において bFGFは歯髄幹細胞の石

灰化を抑制したが、G-CSFは石灰化を促進するという相反作用がみられた。象

牙質マーカーである DSPP および enamelysinのmRNA発現においても同様

の所見が得られた。この in vitro における bFGFの石灰化抑制作用はMorito

ら 43)によっても報告されている。一方 in vivo においては、G-CSFと同様に、

象牙質側壁に沿って分化した象牙芽細胞が観察された。これは、in vitro と in 

vivo における違いによるものと考えられる。最近の研究では、微小環境が幹細

胞へ影響を及ぼし、分化誘導することが報告されている 44)。よって、歯の微小

環境が象牙質への分化を促進している可能性があり、象牙質の中に含まれる可

溶性のタンパク質 45,46)や、DMP1などの非コラーゲン性タンパク質 47)の関与

が示唆されるが詳しいメカニズムは不明である。 
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Ⅴ．結論  

本研究は、歯髄再生治療時に用いる最適な遊走因子を検討するため、in vitro

および in vivo における bFGFの効果を G-CSFの効果と比較し、以下の結論を

得た。 

1) in vitroにおいて、bFGFおよび G-CSFにおいて遊走促進作用、増殖促進作

用、抗アポトーシス作用、血管内皮細胞分化促進作用、神経突起伸長促進作

用において有意な差は認められなかった。 

2) in vivoにおいて、bFGFおよび G-CSFにおいて歯髄再生能に有意な差は認

められなかった。 

以上より、歯髄再生治療法に用いる遊走因子として、bFGFも G-CSFと同様に

有用であると考えられる。 
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