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(57) Abstract: Disclosed i s a root canal
[ 図3G] filler for non-extracted tooth which causes

no internal resorption or external resorp
tion i n a tooth with complete root forma
tion, shows n o odontoclast, and con
tributes to the regeneration o f a dental tis
sue in which odontoblasts are smoothly
aligned on the dentin wall. After pulpecto-
m y or enlargement/cleaning o f an infected
root canal, a root canal filler (200) for non-
extracted tooth, which comprises tooth
pulp stem cells (220) and an extracellular

2 10 matrix (210), i s inserted into the apical
side o f the root canal o f the non-extracted
tooth. The tooth pulp stem cells may be,
for example, dental pulp CXCR4-positive
cells. I t i s preferred to attach, t o the crown
side o f the root canal, migration factor(s)
including at least one factor selected fixim
among a cell migration factor, a cell prolif
eration factor, a neurotropnic factor and an
angiogenic factor.

(57) 要約： 歯根完成歯 に対 して、
内部吸収や外部 吸収発生 させず、
破歯細胞が見 られず、象牙質壁 に

象牙芽細胞 に滑 らか に並ぶ歯組織再生 を図 る非抜歯根管充填材 を提供す る。非抜歯根管充填材 2 0 0
は、歯髄幹細胞 2 2 0 及び細胞外基質 2 1 0 を有 し、抜髄後又は感染根管の根管拡大清掃後、非抜歯の
根管の根尖側に挿入 され る。歯髄幹細胞 は、例 えば歯髄 C X C R 4 陽性細胞である。根管の歯冠側 に細
胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因子、及び血管新生因子の うち少な くとも何れか一つを含む遊走
因子 を付着 させ ることが好ま しい。
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明 細 書

発明の名称 ：非抜歯根管充填材及び非抜歯による歯組織再生方法

技術分野

[0001 ] 本発明は、非抜歯の根管に充填される非抜歯根管充填材、及び、その非抜

歯根管充填材を使用する非抜歯における歯組織再生方法に関する。

背景技術

[0002] 現在、歯を失う原因は、破折を含めると約半分がう蝕によるもので、歯髄

を抜 くと歯を失う可能性が激増することが知 られている。

[0003] 歯の平均寿命は現在 5 7 歳といわれ、一生自分の歯で咬むことを考えると

、歯の寿命は 2 0 年以上高める必要がある。 8 0 2 0 運動 （8 0 歳になって

も自分の歯を 2 0 本以上残す運動）にもかかわ らず、現在 8 0 歳の人の歯の

平均本数は約 8 本で、高齢者の残存歯数はほとんど増加 しておらず、う蝕治

療の抜本的改革が必要である。

[0004] 歯の歯髄を除去 （抜髄）すると、修復象牙質形成能及び感染防御機構が喪

失 し、痛みという警告信号の喪失により、う蝕拡大の危険性が増加する。ま

た、抜髄治療に完璧な方法はなく、抜髄 根管充填後、歯冠側からの漏えい

により根尖病巣が生 じた り、垂直性破折や審美性の消失、術後疼痛の可能性

もある。

[0005] 従って、超高齢社会では、安易に抜髄を行うことを避け、歯の延命化をめ

ざして、歯再生医療技術を組み入れた象牙質 歯髄再生による新 しいう蝕

歯髄炎治療法を開発することは非常に重要である。

[0006] 象牙質再生に関 しては、細胞治療法あるいは遺伝子治療法として、生体外

で歯髄幹細胞 前駆細胞にBMP (Bone morphogenet i c prote i ns, 骨形成因子)

等の蛋白質あるいは遺伝子を導入 し、三次元培養 して分化 した象牙芽細胞を

その細胞外基質とともに生活歯髄切断面上に自家移植 し、大量の象牙質を再

生させることができる （非特許文献 1 及び 2 ) 。

[0007] しか しながら、歯髄炎が生 じている場合には、象牙質ばか りでなく、歯髄



組織 その もの も再生 させ る必要が ある。

[0008] 一方 、歯髄組織 は非常 に血管 と神経 に富む組織 で ある。歯髄 は創傷 を受 け

る と局所か ら遊走因子が放 出 され 、歯髄深部血管周囲か ら幹細胞 が創傷部 に

遊走 し、増殖 分化 し、血管が新生 され 、修復象牙質が形成 され る 自然治癒

メカニズムが存在す る。特 に歯髄の血管系 は栄養 や酸素の供給源 、代謝産物

の排 出路 、歯髄の恒 常性維持 に重要 で ある。また、歯髄神経 は血流 象牙細

管 内溶液の流れ 歯髄 内圧の調節 に重要 な役割 を有 し、血管新生、免疫応答

細胞 あるいは炎症性細胞浸潤 に関与 して炎症 を調節 し、歯髄の恒 常性の維持

、歯髄 防御反応の強化 に寄与す る。 よ って、象牙質 歯髄再生 においては血

管 と神経 の相互作用及 び血管新生 神経再生 を考慮す る必要が ある。

[0009] S P 細胞 はGD31-/GD1 46- S P 細胞 とGD31-/GD1 46+S P 細胞 が ほぼ半 々の割

合 で含 まれ 、GD31-/GD1 46- S P 細胞 は、GD31-/GD1 46+S P 細胞 に比べ 、非常

に有意 に血管新生 神経再生 歯髄再生 を促進 し、Stroma l e e l I -der i ved fac

tor-1 ( S D F — 1 ) に対す るケモカイ ン レセ プタ一 、 C X C R 4 mRNAを有

意 に発現 して いる。

[001 0 ] 皮 フ等の創傷部位 か らは S D F _ 1 が分泌 され 、 S D F — 1 に対す る ヒ ト

幹細胞 の遊走 は C X C R 4 の発現 に依存す る ことが知 られ て いる。 C X C R

4 は幹細胞 のマー カー ともいわれ 、 ヒ ト臍 帯血か らは胚性幹細胞様細胞 が GXG

R4+/SSEA_4+/0ct_4+ と して分取 され て いる （非特許文献 3 ) 。

[001 また、マ ウス胎児の脳か らは神経幹細胞 と して、中枢神経部位 に遊走 し顕

著 な神経分化能 を有す るGXGR4+/SSEA-1+ 細胞 が分取 され て いる （非特許文献

4 ) 。

[001 2 ] 更 に、 ヒ ト塍臓 において、 C X C R 4 陽性細胞 は多潜能性 を有 し、イ ンシ

ュ リンを分泌す る細胞 に分化可能 な幹細胞 前駆細胞 を分取す るため に用 い

る ことがで きる といわれ て いる （非特許文献 5 ) 。

[001 3 ] —方 、歯髄再生 に関 しては、 これ まで、歯根未完成歯 において、抜歯 して

抜髄 根 管治療 を した後 に再度移植す る と歯髄が再生 され る といわれ て いる

。根 尖部 に病変 を伴 う歯根未完成歯 で も、抜歯 して徹底 的な根 管拡大 清掃



を行い、セメン ト 象牙境まで血餅を満た しMi nera l t i ox i de aggregate (

M T A ) で窩洞を完全封鎖することによ り、歯髄様組織が再生されるとの報

告がある。

[001 4] また、ィヌの健全歯根完成歯においては、抜歯後抜髄 し、根尖部を切断す

るあるいは根尖部を 1 . 1 m m 以上拡大 し再び移植 し、血餅を充填すると歯

髄様組織の再生がみ られるといわれている （非特許文献 6 ) 。

[001 5] 上述の根管内歯髄再生は、歯根未完成歯についての報告が大半であ り、根

管内に再生された組織が血管や神経を伴 う歯髄固有の組織であることの証明

もなされていない。また、すべて、一旦抜歯 して生体外で根管拡大 清掃を

行い、再移植 して血餅を充填 している。

先行技術文献

非特許文献

[001 6] 非特許文献 1 ：Nakash ima and Redd i、2003 (PM I D 2949568 do i 10 . 1038/nbt8

64)

非特許文献2 ：Nakash ima and Akami ne 2006 (PM I D 16 186748)

非特許文献3 : Kuc i aM et aし 2007 (PM I D: 17 1361 17do に10 . 1038/sj. l eu. 240

4470)

非特許文献4 : Cort i S et aし 2005 (PM I D: 16 150803 do i : 10 . 2478/v1 0042-00

8-0045-0)

非特許文献5 ：Kob l asT et aし 2007 (PM I D: 7328838)

非特許文献 6 ：Laureyset a I、2001 (PM I D： 298308do i : 10 . 067/mod. 2001 .

13259)

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[001 7] しか し、一旦抜歯 して生体外で根管拡大 清掃を行い、再移植 して血餅を

充填する手法では、歯髄腔や根管内の象牙質に起 こる特発性の歯質の吸収 （

内部吸収）が発生する場合があ り、この内部吸収が大きくなると象牙質に穿



孔が生 じることもある。また、臨床で一般的に行われている歯根の完成 した

正常智歯等を他の歯喪失部位に再植する治療法については、再植後数年後に

内部吸収や外部吸収による歯の動揺や脱落が生 じる可能性がある。更に、歯

根完成歯の場合における抜髄ゃ感染根管治療における歯髄組織再生方法及び

歯髄組織再生のための根管充填材の開発は全 く確立されていない。

[001 8] 本発明はかかる問題点に鑑みてなされたものであって、歯根完成歯に対 し

て、内部吸収や外部吸収を発生させず、破歯細胞が見 られず、象牙質壁に象

牙芽細胞が滑 らかに並ぶ歯組織再生を図る新規で独創的で適切な根管充填材

、及び、そのような根管充填材を使用する歯組織再生方法を提供することを

目的とする。

課題を解決するための手段

[001 9] 本発明の第 1 の観点に係る非抜歯根管充填材は、抜髄後又は感染根管の根

管拡大清掃後、非抜歯の根管の根尖側に挿入される、歯髄幹細胞及び細胞外

基質を有することを特徴 とする。

[0020] 前記歯髄幹細胞は、歯髄 C X C R 4 陽性細胞、 S S E A — 4 陽性細胞、 F

L K - 陽性細胞、 C D 1 0 5 陽性細胞、歯髄 S P 細胞、 C D 3 1 陰性かつ

C D 4 6 陰性細胞、 C D 2 4 陽性細胞、及び、 C D 1 5 0 陽性細胞、 C D

2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、 C D 7 3 陽性細胞、

及び C D 9 0 陽性細胞のうち少な くとも何れか一つを含むことが好ま しい。

[0021 ] 前記歯髄 S P 細胞が、 C X C R 4 陽性、 S S E A — 4 陽性、 F L K — 1 陽

性、 C D 3 1 陰性かつ C D 1 4 6 陰性、 C D 2 4 陽性、 C D 1 0 5 陽性、 C

D 5 0 陽性、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、

C D 7 3 陽性細胞、又は C D 9 0 陽性細胞の何れかであることが好ま しい。

[0022] 前記非抜歯根管充填材は、歯髄幹細胞を根管の根尖側に付着させるととも

に、根管の歯冠側に細胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因子及び血管新

生因子のうち少な くとも何れか一つを含む遊走因子を付着させていることが

好ま しい。

[0023] 前記細胞遊走因子が、 S D F _ 1 、V E G F 、G _ C S F 、S C F 、M M



P 3 、 S I i t 及びG M — C S F のうち少なくとも何れか一つであることが

好ましい。

[0024] 前記細胞増殖因子が、 I G F 、 b F G F 及び P D G F のうち少なくとも何

れか一つであることが好ましい。

[0025] 前記神経栄養因子が、G D N F 、 B D N F 、 N G F 、Neuropept i deY及びNe

urotroph i n 3のうち少なくとも何れか一つであることが好ましい。

[0026] 前記細胞外基質が、コラーゲン、人工プロテオグリカン、ゼラチン、ハイ

ドロゲル、フイブリン、フォスフォホ リン、へパラン硫酸、へパ リン、ラミ

ニン、フイブロネクチン、アルギン酸、ヒアルロン酸、キチン、 P L A 、 P

L G A 、 P E G P G A 、 P D L L A 、 P C L 、ハイ ドロキシアパタイ ト、

- T C P 炭酸カルシウム、チタン及び金のうち少なくとも何れか一つを

含む生体親和性材料から構成されていることが好ましい。

[0027] 前記細胞外基質における前記歯髄幹細胞の含有率は、 1 X 0 3セル パ I

以上 1 X 1 0 6セル I 以下であることが好ましい。

[0028] また、本発明の第 2 の観点に係る非抜歯による歯組織再生方法は、抜髄後

又は感染根管の根管拡大清掃後の非抜歯の根管の根尖側に、歯髄幹細胞及び

細胞外基質を有する非抜歯根管充填材を注入することで、根管内の歯組織を

再生することを特徴とする。

[0029] 前記歯髄幹細胞は、歯髄 C X C R 4 陽性細胞、 S S E A — 4 陽性細胞、 F

L K - 陽性細胞、 C D 1 0 5 陽性細胞、歯髄 S P 細胞、 C D 3 1 陰性かつ

C D 4 6 陰性細胞、 C D 2 4 陽性細胞、 C D 1 5 0 陽性細胞、 C D 2 9 陽

性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、 C D 7 3 陽性細胞、及び C

D 9 0 陽性細胞のうち少なくとも何れか一つを含むことが好ましい。

[0030] 前記歯髄 S P 細胞が、 C X C R 4 陽性、 S S E A _ 4 陽性、 F L K _ 1 陽

性、 C D 3 1 陰性かつ C D 1 4 6 陰性、 C D 2 4 陽性、 C D 1 0 5 陽性、 C

D 5 0 陽性、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、

C D 7 3 陽性細胞、又はC D 9 0 陽性細胞の何れかであることが好ましい。

[0031 ] 前記非抜歯根管充填材は、歯髄幹細胞を根管の根尖側に付着させるととも



に、根管の歯冠側に細胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因子及び血管新

生因子の うち少な くとも何れか一つを含む遊走因子を付着 させていることが

好ま しい。

[0032] 前記細胞遊走因子が、 S D F _ 1 、 V E G F 、 G _ C S F 、 S C F 、M M

P 3 、 S I i t 及び G M —C S F の うち少な くとも何れか一つであることが

好ま しい。

[0033] 前記細胞増殖因子が、 I G F 、 b F G F 及び P D G F の うち少な くとも何

れか一つであることが好ま しい。

[0034] 前記神経栄養因子が、G D N F 、 B D N F 、 N G F 、Neuropept i deY及びNe

urotroph i n 3の うち少な くとも何れか一つであることが好ま しい。

[0035] 前記細胞外基質が、コラーゲン、人工プロテオグ リカン、ゼラチン、ハイ

ドロゲル、フイブリン、フォスフォホ リン、へパラン硫酸、へパ リン、ラミ

ニン、フイブロネクチン、アルギン酸、 ヒアル ロン酸、キチン、 P L A 、 P

L G A 、 P E G P G A 、 P D L L A 、 P C L 、ハイ ドロキシアパタイ ト、

- T C P 炭酸カルシウム、チタン及び金の うち少な くとも何れか一つを

含む生体親和性材料か ら構成 されていることが好ま しい。

[0036] 前記根管充填材を前記根管の根尖側に注入する前に、前記根管を拡大する

ことで根尖部の根管の太 さを所定の大きさにすることが好ま しい。

[0037] 前記細胞外基質における前記歯髄幹細胞の含有率は、 1 X 0 3セル パ I

以上 1 X 1 0 6セル I 以下であることが好ま しい。

発明の効果

[0038] 本発明によれば、歯根完成歯に対 して、内部吸収や外部吸収を発生させず

、破歯細胞が見 られず、象牙質壁に象牙芽細胞が滑 らかに並ぶ歯組織再生を

図ることができる。

図面の簡単な説明

[0039] [図1] 図 1 は、第 1 実施形態に係る非抜歯根管充填材の説明図である。

[図2] 図 2 は、第 1 実施形態に係る非抜歯根管充填材の製造工程を説明する説

明図である。



[ 図3A] 図 3 A は、歯髄炎に罹患 している歯の説明図である。

[図3B] 図 3 B は、抜髄後の根管拡大処置 を行 った ところを説明す る模式図で

る。

[ 図3G] 図 3 C は、非抜歯根管充填材 を充填す るところを説明す る模式図であ

る。

[図3D] 図 3 D は、スポ ンゼル （ゼラチン）及び レジンを注入 した ところを説

明す る模式図である。

[図3E] 図 3 E は、歯髄再生及び血管再生を示す模式図である。

[図3F] 図 3 F は、形態形成因子及び レジンを注入 した ところを説明す る模式

図である。

[図3G] 図 3 G は、象牙質再生を示す模式図である。

[図3H] 図 3 H は、細菌が根管壁の象牙質及び根尖歯周組織 に及んでいる根尖

性歯周炎の模式図である。

[図4A] 図 4 A は、根管の歯冠側 に遊走因子 を付着 させている非抜歯根管充填

材の説明図である。

[図4B] 図 4 B は、根管の歯冠側 に遊走因子 を付着 させ、歯冠部側 に細胞外基

質を残 している非抜歯根管充填材の説明図である。

[図5] 図 5 は、第 2 実施形態に係 る非抜歯根管充填材の製造工程 を説明す る説

明図である。

[図6糾 図 6 八は、抜歯後、生体外で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C D 1 0 5 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

して再移植 した 1 4 日後 を説明す る図である。

[図6B] 図 6 B は、抜歯後、生体外で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C D 1 0 5 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

して再移植 した 1 4 日後における根管内部の象牙質壁の高倍像図である。

[図 6G] 図 6 C は、抜歯後、生体外で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C D 1 0 5 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

して再移植 した 1 4 日後における歯根外側の象牙質 セメン ト質壁の高倍像



図である。

[図7糾 図 7 八は、抜歯せず生体 内で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C D 1 0 5 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

した 1 4 日後 を説明す る図である。

[図7B] 図 7 B は、抜歯せず生体 内で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C D 1 0 5 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

した 1 4 日後における根管内部の象牙質壁の高倍像図である。

[図8糾 図 8 八は、抜歯せず生体 内で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C X C R 4 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

した 1 4 日後 を説明す る図である。

[図8B] 図 8 B は、抜歯せず生体 内で抜髄後根管拡大 して、 I型 I I I型混合 コ

ラーゲンに S D F _ 1 及び C X C R 4 陽性細胞 を吸着 させて、根管内に注入

した 1 4 日後における根管内部の象牙質壁の高倍像図である。

[図9六] 図 9 八は、ィヌ永久歯歯髄組織か ら分離 した フローサイ トメ トリーに

よる歯髄 由来の C D 0 5 陽性細胞の割合 を示す図である。

[図9B] 図 9 B は、ィヌ脂肪組織か ら分離 した フローサイ トメ トリ一による脂

肪 由来の C D 0 5 陽性細胞の割合 を示す図である。

[図 9G] 図 9 C は、ィヌ永久歯歯髄組織か ら分離 した培養 3 日目の初代歯髄 C

D 0 5 陽性細胞 を示す図である。

[図9D] 図 9 D は、ィヌ永久歯歯髄組織か ら分離 した培養 1 0 日目の初代歯髄

C D 0 5 陽性細胞 を示す図である。

[図9E] 図 9 E は、脂肪組織か ら分離 した培養 3 日目の初代脂肪 C D 1 0 5 陽

性細胞 を示す図である。

[図9F] 図 9 F は、脂肪組織か ら分離 した培養 1 0 日目の初代脂肪 C D 0 5

陽性細胞 を示す図である。

[図 10A] 図 1 O A は、 3 0 日目において、歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞の脂肪誘導

能 を示す図である。

[図 10B] 図 1 O B は、 3 0 日目において、未分取の トー タル歯髄細胞の脂肪誘



導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10G] 図 1 O C は 、 3 0 日 目に お い て 、脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の 脂 肪 誘 導

能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10D] 図 1 0 D は 、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 、未 分 取 の トー タル 歯 髄 細 胞 、

及 び脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 脂 肪 誘 導 能 の 遺 伝 子 発 現 比 較 を示 す 図 で あ る

[ 図 10E] 図 1 0 E は 、 1 2 時 間 後 に お い て 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 血 管 誘

導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10F] 図 1 O F は 、 1 2 時 間 後 に お い て 、未 分 取 の トー タル 歯 髄 細 胞 の 血 管

誘 導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10G] 図 1 O G は 、 1 2 時 間 後 に お い て 、脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の 血 管 誘

導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10H] 図 1 0 H は 、 1 4 日 目に お い て 、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の Neurosph

ere 形 成 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10 1] 図 1 0 I は 、 1 4 日 目に お い て 、未 分 取 の ！ タル 歯 髄 細 胞 の Neuros

phere 形 成 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10J] 図 1 0 J は 、 2 8 日 目に お い て 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の ニ ュー ロ

フ ィ ラ メ ン トに よ る免 疫 染 色 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10K] 図 1 0 K は 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の ニ ュー ロ フ イ ラ メ ン ト、 neur

omodu I i n及 び 電 位 依 存 性 ナ トリウム チ ャ ンネ ル 、 type l a (ScnlA) mRNA 発 現

を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10L] 図 1 0 L は 、 2 8 日 目に お い て 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 象 牙 質

骨 形 成 誘 導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10M] 図 1 0 M は 、 2 8 日 目に お い て 、未 分 取 の トー タル 歯 髄 細 胞 の 象 牙 質

• 骨 形 成 誘 導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 10N] 図 1 0 N は 、 2 8 日 目に お い て 、脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 象 牙 質

骨 形 成 誘 導 能 を示 す 図 で あ る 。

[ 図 100] 図 1 0 O は 、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 、未 分 取 の トー タル 歯 髄 細 胞 、



及び脂肪 C D 0 5 陽性細胞の象牙芽細胞への分化能の比較 を示す図である

[図10P] 図 1 O P は、 S D F — 1 最終濃度50ng/ml を添加 した歯髄 C D 1 0 5

陽性細胞、分取 していない トー タル歯髄細胞及び脂肪 C D 0 5 陽性細胞の

増殖能 を示す図であ り、培養 2 , 1 2 , 2 4 , 及び 3 6 時間後の細胞数であ

る。

[図11A] 図 1 1 A は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生

を示す図である。

[図11B] 図 1 1 B は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生

の うちの一部拡大図である。

[図11G] 図 1 1 C は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生

の うちの一部拡大図である。

[図11D] 図 1 1 D は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生

における象牙芽細胞分化 を示す図である。

[図11E] 図 1 1 E は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に歯髄

C D 0 5 陽性細胞のみ を自家移植す ることによる歯髄再生を示す図である

[図11F] 図 1 1 F は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、空洞の根管内に S D

F - のみ を移植す ることによる歯髄再生を示す図である。

[図11G] 図 1 1 G は、ィヌの抜髄後、 9 0 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生

を示す図である。

[図11H] 図 1 1 H は、ィヌの抜髄後、 9 0 日目における、空洞の根管内に S D

F - とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再生



を示 す 図 で あ り、再 生組 織 上 部 の 新 生 血 管 を示 す 。

[ 図 11 1] 図 1 1 I は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、 9 0 日 目に お け る、空 洞 の根 管 内 に S D

F - と と もに歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 を 自家移 植 す る こ とに よ る歯 髄 再 生

を示 す 図 で あ り、再 生組 織 中央 部 の 新 生 血 管 を示 す 。

[ 図 11J ] 図 1 1 J は 、 正 常 歯 髄 組 織 の細 胞 を示 す 図 で あ る。

[ 図 11K] 図 1 1 K は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、空 洞 の根 管 内 に S D F — 1 と と もに歯 髄

C D 0 5 陽 性 細 胞 を 自家移 植 して 、 9 0 日 目に お け る、象 牙 質側 壁 に沿 つ

て新 し く形 成 され た 骨様 細 管 象 牙 質 (0D) に並 列 す る象 牙 芽細 胞 を示 す 図 で

る 。

[ 図 1化 ] 図 1 1 L は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、空 洞 の根 管 内 に S D F — 1 と と もに歯 髄

C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を 自家移 植 して 、 9 0 日 目に お け る、 I n s i t u hybr i d i za

t i on分 析 に よ る象 牙 芽細 胞 分 化 を示 す 図 で あ り、 Ename I y s i n/MMP20 で あ る。

[ 図 11M] 図 1 1 M は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、空 洞 の根 管 内 に S D F — 1 と と もに歯 髄

C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を 自家移 植 して 、 9 0 日 目に お け る、 I n s i t u hybr i d i za

t i on分 析 に よ る象 牙 芽細 胞 分 化 を示 す 図 で あ り、 Dent i n s i a l ophosphoprote i

n (Dspp) で あ る。

[ 図 11N] 図 1 1 N は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、 1 4 日 目に お け る、空 洞 の根 管 内 に S D

F - と と もに トー タル 歯 髄 細 胞 を移 植 す る こ とに よ る歯 髄 再 生 を示 す 図 で

の る。

[ 図 110 ] 図 1 1 O は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、 1 4 日 目に お け る、空 洞 の根 管 内 に S D

F - と と もに トー タル 歯 髄 細 胞 を移 植 す る こ とに よ る歯 髄 再 生 に お け る血

管 新 生 を示 す 拡 大 図 で あ る。

[ 図 11P] 図 1 1 P は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、 9 0 日 目に お け る、空 洞 の根 管 内 に S D

F - と と もに トー タル 歯 髄 細 胞 を移 植 す る こ とに よ る歯 髄 再 生 を示 す 図 で

の る。

[ 図 11Q] 図 1 1 Q は 、 ィ ヌ の 抜 髄 後 、 9 0 日 目に お け る、空 洞 の根 管 内 に S D

F - と と もに トー タル 歯 髄 細 胞 を移 植 す る こ とに よ る歯 髄 再 生 を示 す 拡 大

図 で あ る。



[ 図 11R] 図 1 1 R は、ィヌの抜髄後 、 1 4 日目にお ける、空洞の根 管 内に S D

F - とともに脂肪 C D 0 5 陽性細胞 を移植す る ことによる歯髄再生 を示

す 図で ある。

[図 11S] 図 1 1 S は、 1 4 日目の新生再生組織 の根 管表面積 に対す る割合 を示

す 図で あ り、デー タは 5 サ ンプル で平均値 土SDで表 した もので ある。

[図 11T] 図 1 1 T は、 BS-1 l ect i nによる免疫 染色 を示す 図で ある。

[図 11U] 図 1 1 U は、ホール マ ウン トl ect i n染色 による新生血管の三次元解析

で あ り、移植歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 が新生毛細血管周囲 に存在 して いる こ

とを示す 図で ある。

[図 11V] 図 1 1 V は、ホール マ ウン トl ect i n染色 による新生血管の三次元解析

で あ り、 1 4 日目にお ける再生組織 の誘導血管の三次元像 を示す 図で ある。

[図 11W] 図 1 1 W は、ホール マ ウン トl ect i n染色 による新生血管の三次元解析

で あ り、 D i I ラベルの移植細胞 が再生組織全体 に散在 して いる ことを示す 図で

ある。

[図 11X] 図 1 1 X は、正常歯髄組織 を示す 図で ある。

[図 11Y] 図 1 1 Y は、 1 4 日目の新生再生組織 の PGP 9 . 5 . 免疫 染色 を示す 図で

ある。

[図 11Z] 図 1 1 Z は、下顎第三切歯 に再生 され た歯髄組織 の D i l ラベル を示す

図で ある。

[図 12A] 図 1 2 A は、正常歯髄組織 の二次元電気泳動 を示す 図で ある。

[図 12B] 図 1 2 B は、再生歯髄組織 の二次元電気泳動 を示す 図で ある。

[図 12G] 図 1 2 C は、正常歯髄組織 の二次元電気泳動 と再生歯髄組織 の二次元

電気泳動 とを重ね合わせた図で ある。

[図 12D] 図 1 2 D は、正常歯髄組織 の二次元電気泳動 を示す 図で ある。

[図 12E] 図 1 2 E は、歯根膜組織 の二次元電気泳動 を示す 図で ある。

[図 12F] 図 1 2 F は、正常歯髄組織 の二次元電気泳動 と歯根膜組織 の二次元電

気泳動 とを重ね合わせた図で ある。

[図 13A] 図 1 3 A は、ィヌの感染根 管治療後 、 1 4 日目にお ける、抜歯 した根



管内に S D F _ 1 とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによ

る歯髄再生を示す図である。

[図 13B] 図 1 3 B は、ィヌの感染根管治療後、 1 4 日目における、抜歯 してい

ない根管内に S D F _ 1 とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す るこ

とによる歯髄再生を示す図である。

[図 13G] 図 1 3 C は、ィヌの感染根管治療後、 1 4 日目における、抜歯 してい

ない根管内に S D F _ 1 とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す るこ

とによる歯髄再生を示す一部拡大図である。

[図 14A] 図 1 4 A は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、抜歯 した根管内に G

- C S F とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる歯髄再

生を示す図である。

[図 14B] 図 1 4 B は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、抜歯 していない根管

内に G — C S F とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる

歯髄再生を示す図である。

[図 14G] 図 1 4 C は、ィヌの抜髄後、 1 4 日目における、抜歯 していない根管

内に G — C S F とともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を自家移植す ることによる

歯髄再生を示す一部拡大図である。

発明を実施するための形態

[0040] 《第 1 実施形態》

以下、添付の図面を参照 して本発明の実施形態について具体的に説明す る

。本実施形態に係 る非抜歯根管充填材 は、歯髄幹細胞及び細胞外基質を有 し

、抜髄後又は感染根管の根管拡大清掃後、非抜歯の根管の根尖側 に挿入 され

る。

[0041 ] 図 1 は、本実施形態に係 る非抜歯根管充填材 2 0 0 の説明図である。非抜

歯根管充填材 2 0 0 は、細胞外基質 2 1 0 に歯髄幹細胞 2 2 0 を付着 させて

形成 され る。歯髄幹細胞 2 2 0 は、非抜歯根管充填材 2 0 0 の根管の根尖側

に付着 され る。

[0042] 歯髄幹細胞 は、永久歯又は乳歯 由来の歯髄幹細胞である。歯髄幹細胞 は、



歯髄 C X C R 4 陽性細胞、 S S E A _ 4 陽性細胞、 F L K _ 1 陽性細胞、 C

D 0 5 陽性細胞、歯髄 S P 細胞、 C D 3 1 陰性かつ C D 4 6 陰性細胞、

C D 2 4 陽性細胞、 C D 1 5 0 陽性細胞、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性

細胞、 C D 4 4 陽性細胞、 C D 7 3 陽性細胞、及び C D 9 0 陽性細胞の うち

少な くとも何れか一つを含む。例 えばィヌ永久歯歯髄細胞は、 C X C R 4 細

胞陽性を 0 . 8 % 含み、血管新生能等の組織再生能力が高い。

[0043] 歯髄 S P 細胞は、 C X C R 4 陽性、 S S E A _ 4 陽性、 F L K _ 1 陽性、

C D 3 陰性かつ C D 1 4 6 陰性、 C D 2 4 陽性、 C D 1 0 5 陽性、 C D

5 0 陽性、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、 C D

7 3 陽性細胞、又は C D 9 0 陽性細胞の何れかとすることが好ま しい。

[0044] なお、GD31-/GD1 46- s i de popu l at i on ( S P ) 細胞は、マウス下肢虚血部

に移植すると血流回復 血管新生が促進 され、ラッ ト脳梗塞虚血部に移植す

ると神経細胞の分化促進、運動麻痺が回復する。また、ィヌの生活歯髄切断

面上に移植すると生活歯髄切断面上の窩洞内に血管新生 神経再生 歯髄再

生が見 られる。このように、歯髄幹細胞 としてGD31-/GD1 46- S P 細胞を用い

る場合、歯髄再生能力は高いと考えられるが、 S P 細胞を分取するためには

、 D N A 結合蛍光色素であるHoechst 33342 で細胞をラベルする必要があ り、

臨床応用をする際、安全性に問題を生 じる可能性がある。

[0045] しか しなが ら、歯髄 C X C R 4 陽性細胞は、コンタミネ一シ ヨンの可能性

があるため臨床で使用できないフローサイ トメ トリー法や高価で使用が限定

されている抗体 ビーズ法を用いずに、 S D F — 1 や A M D 3 1 0 0 、あるい

は G _ C S F 等を用いた遊走法によ り分取できるので、安全且つ安価に分取

することができる。そのため、歯髄幹細胞 として C X C R 4 陽性細胞を用い

る場合は、臨床にて即座に使用することができ、且つ、経済的であるという

重大な利点がある。

[0046] 歯髄幹細胞は、歯組織再生の処置を受ける対象動物 自身か ら抽出 した自家

細胞でもよい し、また、歯組織再生の処置を受ける対象動物以外の動物か ら

抽出 した同種細胞でもよい。



[0047] 非抜歯根管充填材 2 0 0 における歯髄幹細胞の含有率は、 1 X 0 3セル

パ I 以上 1 X 1 0 6セル パ I 以下 とすることが好ま しい。歯髄幹細胞の含有

率が、 1 X 0 3セル I よ りも少ないと、根管内の歯組織の再生が不十分

なものとなる可能性があるか らである。一方、歯髄幹細胞の含有率が、 1 X

0 6セル I よ りも多いと、対象の歯に対 して予期せぬ副作用が生 じる可

能性があるか らである。

[0048] 細胞外基質 （S c a f f o l d ) 2 1 0 は、コラーゲン、人工プロテオグ

リカン、ゼラチン、ハイ ド口ゲル、フイブリン、フォスフォホ リン、へパラ

ン硫酸、へパ リン、ラミニン、フイブロネクチン、アルギン酸、 ヒアル ロン

酸、キチン、 P L A (ポ リ乳酸）、 P L G A (乳酸グ リコール酸共重合体）

、 P E G (ポ リエチ レング リコール）、 P G A (ポ リグ リコール酸）、 P D

L L A (ポ リ一 D L —乳酸）、 P C L (ポ リ力プロラク トン）、ハイ ドロキ

シアパタイ ト、 ； _ T C P 、炭酸カルシウム、チタン及び金の うち少な くと

も何れか一つを含む生体親和性材料か ら構成 されていることが好ま しい。な

お、プロテオグ リカンは、タンパク質と糖鎖 （グ リコサ ミノグ リカン）が共

有結合 した複合糖質の一種である。また、細胞外基質は、熱可塑性高分子等

の高分子体で作製 された数平均直径が 1 n m 〜 1 0 0 0 n m のナノファイバ

一か らなるスポンジ状の三次元構造体 も使用できる。そのような三次元構造

体の空隙率は 8 0 % 〜 9 9 . 9 9 % とすることが好ま しい。

[0049] 細胞外基質として使用 されるコラーゲンは、 I 型コラーゲンと I I I型 コラ一

ゲンとの混合である I 型 I I I型混合コラーゲンを用いることが好ま しい。 I

型コラーゲンとは、基本的コラーゲンであ り、線維性コラーゲンである。 I I I

型 コラーゲンは、コラーゲン線維 とは別の、細網線維 と呼ばれる細い網 目状

の構造を形成 し、細胞等の足場を作る。

[0050] 上述の混合コラーゲンにおける、 I I I型 コラーゲンの割合は 1 0 重量％以上

5 0 重量％以下とすることが好ま しい。 I I I型 コラーゲンの割合が 5 0 重量％

よ りも多 くなると、混合コラーゲンが固化できないおそれがあるか らである

。一方、 I I I型 コラーゲンの割合が 1 0 重量％よ りも少な くなると、 I 型コラ



一ゲ ンの割合が多 くな り、後述す るよ うな血管新生が起 こるのではな く、象

牙質が再生 され る可能性が あるか らである。

[0051 ] 次 に、図 2 を用 いて、本実施形態 に係 る非抜歯根管充填材 2 0 0 の製造方

法 を説明す る。図 2 は、非抜歯根管充填材 2 0 0 の製造方法 を説明す る説明

図である。

[0052] 非抜歯根管充填材 2 0 0 は、細胞外基質 2 0 の根尖側 に歯髄幹細胞 2 2

0 を付着 させて形成 され る。歯髄幹細胞 2 2 0 は非抜歯根管充填材 2 0 0 の

根尖部の 1 4 〜 2 3 に付着 され ているのが望ま しく、よ り望ま しくは根

尖部の 1 3 で ある。根管充填材の製造方法の一具体例 と しては、まず、 ト

— タルで 2 0 〃 リツ トル と し、 ピぺ ッ トマ ンのチ ップ等 に 1 0 〃 リツ トル〜

1 3 パ リッ トルの I型 I I I型混合 コラーゲ ンを吸 い込み 、次 に、歯髄幹細胞

を混合 させた I型 I I I型混合 コラーゲ ン （例 えばコラーゲ ン X Y Z (新 田ゼ

ラチ ン）） を 7 〃 リッ トル〜 1 0 〃 リッ トル吸 い込む。 ピペ ッ トマ ンのチ ッ

プ等 に吸 い込む際 には気泡が発生 しないよ うに吸引速度 は緩やかにす る こと

が好ま しい。根管充填材 内部 に気泡が発生す ると、発生 した気泡が細胞の遊

走 を妨 げて歯組織再生の促進が損 なわれ るか らである。 ピぺ ッ トマ ンのチ ッ

プの内径 は細 いものが好ま しく、例 えばチ ップの下内径が 0 . 5 〜 0 . 7 m

m の ものが使用でき、例 えば Q S P 社 の H — 0 0 - 9 6 R S マイク ロキ ヤ

ピラ リーチ ップを使用できる。非抜歯根管充填材の形状 は、特 に限定 され る

ものではな く、例 えば円錐 、円錐台、円柱等である。

[0053] 次 に、図 3 A 〜図 3 F を用 いて、非抜歯根管充填材 2 0 0 を使用す る歯組

織再生方法 について説明す る。

[0054] 本実施形態 に係 る歯髄組織再生方法 は、図 3 A に示す よ うに、例 えば歯髄

炎が発生 している対象 となる歯 1 0 0 について、非抜歯 にて歯組織再生 を行

う。対象 となる歯 とは、 う蝕 、歯髄炎等 によ り、細菌感染が冠部歯髄又は根

部歯髄 まで波及 している歯 をい う。

[0055] 対象 となる歯 1 0 0 について、図 3 B に示す よ うに、抜髄又は感染根管の

根管拡大清掃が行われ る。抜髄 とは、歯牙の内部 に存在す る歯髄 を取 り去 る



行為である。また、感染根管とは、細菌が歯髄に到達後、根管壁の象牙質に

及んでいる場合の根管をいい、根管拡大清掃後とは、感染根管における細菌

を除去した後をいう。

[0056] 抜髄後は、対象となる歯の根管を拡大することで、根尖部の根管の大きさ

を所定の太さにすることが望ましい。なぜならば、後述するように、抜髄ぁ

るいは感染根管治療した根管内に非抜歯根管充填材 2 0 0 を充填する際に、

根管を拡大しておくほうが非抜歯根管充填材 2 0 0 を充填 しやすいからであ

り、また根尖歯周組織から血管及び神経が進入しやすいからである。ここで

、根尖とは、対象となる歯の歯槽骨に結合される端部 （歯根の先端部分）を

いう。

[0057] 例えば、図 3 B において、根尖部の根管の太さd は、根管の直径において

0 . 7 m m 以上 1 . 5 m m 以下とすることが望ましい。根管の太さd が 0 .

7 m m よりも小さいと、血管及び神経が根尖歯周組織から進入しにくく、ま

た非抜歯根管充填材 2 0 0 の充填が難しいおそれがあるからであり、一方、

根管の太さが 1 . 5 m m よりも大きいと、対象となる歯に対して必要以上の

負担を与えて割れやすくなるおそれがあるからである。

[0058] 次に、図 3 C に示されるように、根管の根尖側にピンセット等により非抜

歯根管充填材 2 0 0 を充填する。非抜歯根管充填材 2 0 0 は、生物学的材質

を含有するので、生物学的根管充填材とすることもできる。非抜歯根管充填

材 2 0 0 は、根管内の歯髄が存在 した場所である歯髄相当部位に充填するこ

とが望ましい。なお、細胞外基質 2 0 がゲル状の場合はピンセット等でつ

まむことができないので、ピペットマン、注射等により注入することになる

[0059] 根管の根尖側に非抜歯根管充填材 2 0 0 を注入した後は、図 3 D に示され

るように、非抜歯根管充填材 2 0 0 の上部にゼラチン6 1 0 を注入し、レジ

ン6 2 0 により蓋をする。

[0060] これにより、根管内の歯組織が再生される。再生される歯組織は、図 3 E

に示されるように、例えば根管内の歯髄固有組織、血管 4 0 0 、神経等であ



る。また、 B M P s 等の形態形成因子 を用 いることによ り、再生 され る歯組

織 と しては象牙質がある。更に、感染根管に対 して非抜歯根管充填材 2 0 0

を充填す る場合は、再生 され る歯組織 と して歯根膜 （歯槽骨に歯 を植立す る

歯周組織）ゃセメン ト質等の歯周組織がある。

[0061 ] その後 は、 レジン 6 2 0 を一度除去 して、図 3 F に示す ように、 B M P s

等の形態形成因子 6 3 0 又は象牙質形成因子 を歯冠部歯髄に塗布 し、 レジン

6 2 0 によ り蓋 をす る。形態形成因子 6 3 0 又は象牙質形成因子 を歯冠部歯

髄に塗布 した ことによ り、図 3 G に示 され るように象牙質 5 0 0 も再生 され

る。

[0062] 更 に、本実施形態に係 る非抜歯根管充填材 2 0 0 を用 いる歯組織再生では

、再生組織 に内部吸収及び外部吸収が見 られず、且つ、破歯細胞 も見 られず

に、象牙質壁に象牙芽細胞が滑 らかに並んでいる。また、出血による血餅が

多量に存在す ると歯髄組織再生の障害になると考 え られ るところ、本実施形

態に係 る発明は非抜歯であるため、血餅の発生を低 く抑 え られ、効率的に歯

組織再生を促進 させ ることができる。また、本実施形態に係 る発明は非抜歯

であるので、根管拡大後の出血や症状が消失す るまで根管貼薬 して根管充填

を待つ ことができ、実際の臨床治療に近接 させ ることができる。

[0063] なお、上述 したように、対象 となる歯 1 0 0 は、 う蝕、歯髄炎等によ り、

細菌感染が冠部歯髄又は根部歯髄まで波及 している歯であつたが、 これ に限

定 されず、対象 となる歯 1 0 0 には神経機能が低下 して咬合感覚が弱 くな つ

ている歯 も含まれ る。係 る場合は、抜髄後に、非抜歯根管充填材 2 0 0 を充

填す ることによ り、歯髄 を再生 させ ることで咬合感覚 を向上 させ ることがで

きる。また、図 3 H に示す ように、対象 となる歯 1 0 0 には、細菌感染が根

尖歯周組織 まで波及 している歯 （細菌が歯髄に到達後、根管壁の象牙質及び

根尖歯周組織 に及んでいる歯） も含まれ る。 このような歯は根尖性歯周炎 1

0 を伴 うことが多い。感染根管の根管拡大清掃後に、非抜歯根管充填材 2

0 0 が注入 され る。

[0064] 《第 2 実施形態》



図 4 A 及び図 4 B は、本発明の第 2 実施形態に係る非抜歯根管充填材 2 0

0 の説明図である。図 4 A に示すように、非抜歯根管充填材 2 0 0 は、歯髄

幹細胞 2 2 0 を根管の根尖側に付着させるとともに、根管の歯冠側 （例えば

根管の上部 1 2 〜2 3 ) に細胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因子

及び血管新生因子のうち少なくとも何れか一つを含む遊走因子 2 3 0 を付着

させている。

[0065] 歯髄幹細胞 2 2 0 を根管の根尖側に付着させ、根管の歯冠側に遊走因子 2

3 0 を付着させる理由は、歯髄幹細胞 2 2 0 を根管の歯冠側にまで付着させ

ても組織からの栄養が供給されずに壊死する可能性があるからであり、また

、根管の根尖側に付着 している歯髄幹細胞 2 2 0 が根管の歯冠側に付着 して

いる遊走因子に引っぱられて歯組織再生が促進されやすいからである。なお

、図 4 B に示すように、非抜歯根管充填材 2 0 0 の根管の歯冠側に細胞外基

質 2 0 を残 しておくことも可能である。

[0066] 細胞遊走因子とは、それが受容体に結合することによって細胞の遊走に関

わる信号伝達系が活性化する分子を意味する。また、細胞増殖因子とは、そ

れが受容体に結合することによって細胞の増殖に関わる信号伝達系が活性化

する分子を意味する。そして、神経栄養因子とは、それが受容体に結合する

ことによって細胞の生存に関わる信号伝達系が活性化する分子を意味する。

血管新生因子とは、それが受容体に結合することによって血管内皮細胞の増

殖 遊走 抗アポ トーシスに関わる信号伝達系が活性化する分子を意味する

[0067] 細胞遊走因子は、 S D F _ 1 、V E G F 、G _ C S F 、S C F 、M M P 3

、S I i t 及びG M — C S F のうち少なくとも何れか一つを用いることが好

ましい。特に、M M P 3 は、細胞遊走能が高く好適に使用することができる

[0068] 細胞増殖因子は、 I G F , b F G F 及び P D G F の少なくとも何れか一つ

を用いることが好ましい。

[0069] 神経栄養因子は、G D N F 、B D N F 、N G F 、Neuropept i de Y及びNeuro



troph i n 3の うち少 な くと も何 れ か 一 つ を用 い る こ とが 好 ま しい。

[0070] 血 管 新 生 因子 は 、 E_se l ect i n、VGAM1 、 EGSGR及 び SLG6A6 の うち少 な くと も

何 れ か 一 つ を用 い る こ とが 好 ま しい。

[0071 ] 遊 走 因子 を付 着 させ た細 胞 外 基 質 に お け る、遊 走 因子 の 含 有 率 は 、 0 . 1

n g I 以上 5 0 0 n g 以 下 とす る こ とが 好 ま しい。遊 走 因子 の 含

有 率 が 0 . 1 n I よ りも少 な い と、遊 走 の程 度 が 少 な くな る可 能 性 が

あ りうるか らで あ る。 一 方 、遊 走 因子 の 含 有 率 が 5 0 0 n g I よ りも多

い と、 対 象 とな る歯 1 0 0 に対 して 予 期 せ ぬ 副 作 用 が 生 じる可 能 性 が あ り得

る力、らで あ る。

[0072] 次 に 、 図 5 を用 いて 、本 実 施 形 態 に係 る非 抜 歯 根 管 充填 材 2 0 0 の 製 造 方

法 を説 明す る。 図 5 は 、根 管 の 歯 冠 側 に遊 走 因子 2 3 0 を付 着 させ る非 抜 歯

根 管 充填 材 2 0 0 の 製 造 方 法 を説 明す る説 明 図 で あ る。

[0073] 実 施 形 態 2 に係 る非 抜 歯 根 管 充填 材 2 0 0 の 製 造 方 法 の 一具 体 例 と して は

、 まず 、 I タル で 2 0 〃 リッ トル と し、 ピペ ッ トマ ンの チ ップ等 に遊 走 因

子 を混 合 させ た I型 I I I型 混 合 コ ラー ゲ ン （I 型 コ ラー ゲ ン と I I I型 コ ラー ゲ

ン との 混 合 割 合 は 1 ： 1 ) を 1 0 リ リッ トル 〜 1 3 リ リツ トル 吸 い込 む 。次

に 、歯 髄 幹 細 胞 を混 合 させ た I型 I I I型 混 合 コ ラー ゲ ン を 7 パ リッ トル 〜 1

0 バ リッ トル 吸 い込 む 。実 施 形 態 2 に お いて も、 ピペ ッ トマ ンの チ ップ等 に

吸 い込 む 際 に は気 泡 が発 生 しな い よ うに吸 引速 度 は緩 や か にす る こ とが 好 ま

しい。 また 、 ピペ ッ トマ ンの チ ップの 内径 は細 い もの が 好 ま しい。 この よ う

に して 、 図 4 A に示 す 根 管 充填 材 2 0 0 が 製 造 され る。

[0074] 実 施 形 態 2 に係 る非 抜 歯 根 管 充填 材 2 0 0 の使 用 形 態 は 、実 施 形 態 1 と同

様 に 、抜 髄 後 又 は感 染根 管 の根 管拡 大 清 掃 後 の 非 抜 歯 の根 管 の根 尖側 に充填

され る。

[0075] 本 実 施 形 態 に係 る非 抜 歯 根 管 充填 材 2 0 0 に よれ ば 、遊 走 因子 を有 して い

るた め 更 に効 率 的 に 、歯 組 織 再 生 を行 う こ とが で き、再 生組 織 に は 、 内部 吸

収 は無 く、破 歯 細 胞 も見 られ ず に 、象 牙 質 壁 に象 牙 芽細 胞 が 滑 らか に並 ん で

い る。



[0076] 《第 3 実施形態》

上述の第 1 実施形態では、歯髄幹細胞 2 2 0 が非抜歯根管充填材 2 0 0 の

根管の根尖側に付着されて非抜歯根管充填材 2 0 0 は構成されていた。 しか

し、そのような実施形態に限定されることはな く、歯髄幹細胞 2 2 0 は、非

抜歯根管充填材 2 0 0 の全体に均一に混合されていても良い。このような非

抜歯根管充填材 2 0 0 も、歯根完成歯に対 して、内部吸収や外部吸収を発生

させず、破歯細胞が見 られず、象牙質壁に象牙芽細胞が滑 らかに並ぶ歯組織

再生を図ることができる。

[0077] このような非抜歯根管充填材 2 0 0 は、例えば、歯髄幹細胞 と、 I型 I I I

型混合コラーゲン （例えばコラーゲンX Y Z (新田ゼラチン））とを気泡を

発生させないように均一に混合させることにより製造される。

[0078] また、上述の第 2 実施形態では、歯髄幹細胞 2 2 0 を根管の根尖側に付着

させるとともに、根管の歯冠側に遊走因子 2 3 0 を付着させて、非抜歯根管

充填材 2 0 0 は構成されていた。 し力、し、そのような実施形態に限定される

ことはな く、歯髄幹細胞 2 2 0 及び遊走因子 2 3 0 は共に非抜歯根管充填材

2 0 0 の全体に均一に混合されていても良い。このような非抜歯根管充填材

2 0 0 も、歯根完成歯に対 して、内部吸収や外部吸収を発生させず、破歯細

胞が見 られず、象牙質壁に象牙芽細胞が滑 らかに並ぶ歯組織再生を図ること

ができる。

[0079] この非抜歯根管充填材 2 0 0 は、例えば、歯髄幹細胞 と、遊走因子と、 I型

I I I型混合コラーゲン （例えばコラーゲンX Y Z (新田ゼラチン））とを気

泡を発生させないように均一に混合させることにより製造される。

実施例

[0080] 《実施例 1 》

〈細胞分取と特徴化 〉

ヒ ト歯髄を摘出後、 3 7 °Cで 1 時間半、コラーゲナーゼで酵素消化 して歯

髄細胞を分離 した後、 2 %血清を含む D M E M 中に 1 X 1 0 6 c e I I s m

I で細胞を分散させ、C X C R 4 抗体を用いて 4 °Cで 3 0 分ラベル後、フロ



—サ イ トメ トリ一 を行 った 。 ヒ ト歯髄 由来の C X C R 4 陽性細胞 は全体 の 2

0 % を 占めた 。

[0081 ] 表 1 に フ ローサ イ トメ トリ一 の結 果 を示す 。 C D 2 9 及 び C D 4 4 につ い

て は、 C X C R 4 陽性細胞 は、 C D 1 0 5 陽性細胞 と同様 に 9 0 % 以上 で あ

つた 。 また 、 C D 1 0 5 につ いて は、 C D 1 0 5 陽性細胞 は 9 0 . 0 % で あ

つたが 、 C X C R 4 陽性細胞 は 1 . 7 % で あ った 。 C D 1 4 6 につ いて は、

C X C R 4 陽性細胞 は C D 1 0 5 陽性細胞 と同様 に低 い値 で あ った 。 また 、

よ り未 分化 な幹細胞 の マ 一 力一 の C D 1 5 0 につ いて は、 C X C R 4 陽性細

胞 は、 C D 1 0 5 陽性細胞 に比べ てやや高 い値 を示 した 。

[0082] [表 1]

[0083] Rea l - t ime RT-PGRにて、歯髄 由来 C X C R 4 陽性細胞 と歯髄 由来 C D 1 0

5 陽性細胞 を表 2 及 び表 3 に示す プライマ ー を用 いて R N A 発現 を比較す る

と、前 血 管誘導 因子 V E G F _ A は ほぼ同様 の発現 量 を示 し、サ イ ト力イ ン

G M — C S F は C X C R 4 陽性細胞 が 2 . 5 倍 高 く、神経 栄養 因子 N G F は

C D 0 5 陽性細胞 の方 が 2 倍 高 く、Neuropept i deY, Neurotroph i ne 3及 び

B D N F は C X C R 4 陽性細胞 がやや高 く、幹細胞 マ一 力_ S O X 2 は C X

C R 4 陽性細胞 の方 が高 く、 S t a t 3 及 び R e X 1 発 現 はほぼ同等 で あ つ

た 。

[0084]
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ほ 3]

[0086] 〈 ィヌ抜髄後の歯髄再生 〉

次に、C D 1 0 5 陽性細胞及びC X C R 4 陽性細胞を用いたィヌ抜髄後の

困 髓再生を示す。

[0087] ィヌ歯髄組織よりC D 1 0 5 陽性細胞及びC X C R 4 陽性細胞を分取 した

。 I タルで 6 0 〃リッ トルとし、 ピペッ トマンのチップS D F — 1 ( 2 0

O n g ) を混合させたコラーゲンX Y Z (新田ゼラチン I 型 ' I I I型混合コ

ラーゲン）を4 0 パリッ トル吸い込み、次に、 1 X 1 0 6個の C D 1 0 5 陽性



細胞を混合 させたコラーゲンX Y Z (新 田ゼラチン I 型 I I I型混合コラ一

ゲン）を 2 0 パリッ トル吸い込む ことによ り、抜歯根管への揷入用の根管充

填材を作成 した。ィヌ上顎前歯を抜去後、培地中で歯髄を除去 して# 7 0 ま

で拡大 し、根尖部の根管の太 さを 0 . 7 m m 以上に した。抜去後 3 0 分以内

に上記の根管充填材を、拡大 した根管内の歯髄が存在 した場所である歯髄相

当部位に充填 した。 3 0 分以内にィヌの抜歯窩に再移植 し、上部は燐酸セメ

ン ト及び化学重合 レジンで封鎖 した。 1 4 日後、抜歯 し、パラフィン標本を

作製 した。この結果を図 6 A に示す。また、根管内象牙質壁の高倍像図を図

6 B に示す。更に、歯根外側の象牙質 セメン ト質壁の高倍像図 6 C に示す

。図 6 A 、図 6 B 及び図 6 C は H E 染色である。

[0088] 次に、 I タルで 2 0 〃リッ トル とし、 ピペ ッ トマンのチップS D F — 1

( 2 0 0 n g ) を混合 させたコラーゲンX Y Z (新 田ゼラチン I 型 · | | |型

混合コラーゲン）を 1 3 パリッ トル吸い込み、次に、 1 ズ 1 0 6個の 〇0 1 0

5 陽性細胞を混合 させたコラーゲンX Y Z (新 田ゼラチン I 型 I I I型混合

コラーゲン）を 7 パリッ トル吸い込む ことによ り、非抜歯根管充填材 2 0 0

を作成 した。この非抜歯根管充填材 2 0 0 は、根管の歯冠部 2 3 に S D F

- が付着 されてお り、根管の根尖側 1 3 に C D 1 0 5 陽性細胞が付着 さ

れていた。ィヌ上顎前歯を抜去 しないで、そのまま歯髄を除去 して# 7 0 ま

で拡大 し、根尖部の根管の太 さを 0 . 7 m m 以上に した。抜去後 3 0 分以内

に上記の非抜歯根管充填材 2 0 0 を、拡大 した根管内の歯髄が存在 した場所

である歯髄相当部位に充填 した。 3 0 分以内に上部は燐酸セメン ト及び化学

重合 レジンで封鎖 した。 1 4 日後、抜歯 し、パラフィン標本を作製 した。こ

の結果を図 7 A に示す。また、根管内象牙質壁の高倍像図を図 7 B に示す。

図 7 A 及び図 7 B は H E 染色である。

[0089] 次に、 I タルで 2 0 〃リッ トル とし、 ピペ ッ トマンのチップS D F — 1

( 2 0 0 n g ) を混合 させたコラーゲンX Y Z (新 田ゼラチン I 型 · | | |型

混合コラーゲン）を 1 3 パリッ トル吸い込み、次に、 1 ズ 1 0 6個の 〇乂〇

4 陽性細胞を混合 させたコラーゲンX Y Z (新 田ゼラチン I 型 I I I型混合



コラーゲン）を 7 パリッ トル吸い込むことにより、非抜歯根管充填材 2 0 0

を作成 した。この非抜歯根管充填材 2 0 0 は、根管の歯冠部 2 3 に S D F

- が付着されており、根管の根尖側 1 3 に C X C R 4 陽性細胞が付着さ

れていた。ィヌ上顎前歯を抜去 しないで、そのまま歯髄を除去 して # 7 0 ま

で拡大 し、根尖部の根管の太さを 0 . 7 m m 以上にした。抜去後 3 0 分以内

に上記の非抜歯根管充填材 2 0 0 を、拡大 した根管内の歯髄が存在 した場所

である歯髄相当部位に充填 した。 3 0 分以内に上部は燐酸セメン ト及び化学

重合 レジンで封鎖 した。 1 4 日後、抜歯 し、パラフィン標本を作製 した。 1

4 日後、抜歯 し、パラフィン標本を作製 した。この結果を図 8 A に示す。ま

た、根管内象牙質壁の高倍像図を図 8 B に示す。図 8 A 及び図 8 B は H E

染色である。

[0090] 新生歯髄組織では、抜歯 した場合 （図 6 A 図 6 B 図 6 C ) は、抜歯 し

ない場合 （図 7 A 図 7 B 及び図 8 A 図 8 B ) と比較 して、血餅が残存 し

やや炎症がみ られた。特に、図 6 A には、再生された歯髄組織内の図中上部

に血塊が見 られ、更に再生された歯髄組織内の全般に小径の血塊が多数点在

している状態が見 られた。また、抜歯 した場合の根管内象牙質壁には破歯細

胞がみ られ、内部吸収が見 られた （図 6 B ) 。また、歯根外側の象牙質 - セ

メン ト質に外部吸収が見 られた （図 6 C ) 。内部吸収及び外部吸収は、いず

れも軽度で吸収が終息 している場合は生活に支障が出ないものの、吸収が高

度に進行 した場合は、歯の動揺、脱落等の危険性が高まり、また虫歯や歯周

病に対するリスクも高まる。

[0091 ] 一方、抜歯 しない場合の根管内象牙質壁には破歯細胞が見 られず、内部吸

収及び外部吸収も見 られず、更に、象牙質壁に象牙芽細胞が滑らかに並んで

いた （図 7 B 、図 8 B ) 。また、歯髄幹細胞として、 C D 1 0 5 陽性細胞を

用いる場合と、 C X C R 4 陽性細胞を用いる場合とでは、再生歯髄の新生毛

細血管、神経及び固有歯髄組織の程度は両者に差は見 られなかった。

[0092] 以上の結果より、抜歯 した根管に充填する場合より、非抜歯の根管に充填

する場合の方が、明らかに歯髄再生に有利であることが判明 した。また、歯



髄 由来の C X C R 4 陽性細胞 は、 C D 1 0 5 陽性細胞 と同様 に、歯髄再生に

有効である ことが判明 した。

[0093] 《実施例 2 》

次 に、実施例 2 では、非抜歯根管充填材の歯組織再生能 をよ り詳細 に検証

す る。

〈 フローサイ トメ トリー による細胞分取 〉

歯髄細胞 を上顎犬歯 よ り分離 した。初代脂肪細胞 は同一個体のィヌの脂肪

組織 よ りコン トロール と して分離 した。細胞 をマウス I gGI 陰性 コン トロール

(W3/25) (AbD Serotec Ltd. , Oxford, UK) と して免疫染色 した。細胞 は、mou

s e l G negat i e contro l (Phycoerythr i n , PE) (MCA928PE) (AbD Serotec)

及びmouseant i - human C D 1 0 5 (PE) (43A3) (B i oLegend, San D i ego, CA,

USA) で 4 °C 、 9 0 分免疫染色 した。 2 g/ml prop i d i um i od i d e 含有 HEPESb

uffer (S i gma) に、再溶解 し、 SAN (Bay B i osc i ence, Kobe, Japan) にて分取

した。歯髄及び脂肪 由来の C D 0 5 陽性細胞 、 C D 1 0 5 陰性細胞及び、

分取 していない タル歯髄細胞 は 3 5 國 c o l l agen type I コー トデ ィッシュ

(Asah i Technog l ass Corp. , Funabash i , JAPAN) に播種 し、 O ng/ml IGF (C

ambrex B i o Sc i ence) 5 ng/ml EGF (Cambrex B i o Sc i ence) 及び 1 0 % feta l

bo i neserum ( I nv i trogen Corporat i on, Car l sbad, CA, USA) を添カロした EBM

2 (Gambrex B i o Sc i ence, Wa l k e r s i I l e , Mary l and, USA) 中で培養 し、細胞の

形質 を維持 した。培地 は 4 〜 5 日に一度交換 し、 6 0 〜 7 0 % コンフ レン ト

に達 した後、 3 7 °C 、 1 0 分、 0 . 0 2 %EDTA で反応 させ、細胞 を剥離 し、

：4 希釈 にて継代 した。

[0094] 歯髄 C D 0 5 陽性細胞 は、更に三代 目にて特徴化 し、脂肪 C D 1 0 5 陽

性細胞及び未分取の ！一タル 歯髄細胞 と比較 した。mouse I G negat i vecon

tro l (AbD Serotec Ltd. ハ mouse I GI negat i e contro l ( f l uoresce i n sot

h i ocyanate, F I TC) (MCA928F) (AbD Serotec) , mouse I GI negat i e contro l

(Phycoerythr i n-Cy5, PE-Cy5) (MCA928C) (AbD Serotec) , mouse I G negat i

v e contro l (Al exa 647) (MRC OX- 34) (AbDSerotec) , 及びGD24 (Al exa F l uor



647) (ML5) (B i oLegend) , CD29 (PE-Cy5) (MEM-1 01A) (eB i osc i ence) , CD31

(F I TC) (Qbendl O) (Dako) , CD33 (F I TC) (H I M3-4) (BD B i osc i ence) , CD34 (A

I l ophycocyan i n , APC) ( H6) (R&D Systems, I nc. , Mi nneapo l i s , MN, USA) ,

CD44 (Phycoerythr i n- Gy7, PE-Cy7) ( I M7) (eB i osc i ence) , CD73 (APC) (AD2)

(B i oLegend) , CD90 (F I TC) (YKI X337. 2 7) (AbD Serotec) , CD1 4 6 (F I TC) ( s

c - 18837) (Santa Cruz, B i otech, Santa Cruz, CA, USA) , CD1 50 (F I TC) (A1 2 )

(AbD Serotec) , MHC c l ass I (R-PE) (3F1 0 ) (Ance l I Corporat i on, Bayport

, MN, USA) , MHC c l ass I I (APC) (TDR31 . ) (Ance l I ) , 及 びGXGR4 (F I TC) (

12G5) (R&D) に対す る抗体 でそれ ぞれ 染色 した 。

〈 幹細胞 マー カ一 、血 管新 生 、神経 栄養 因子 の Rea 卜t ime RT-PGR に よる発

現 分析 〉

細胞 画分 の形質 を更 に特徴 化す るため に、 T r i z o l ( I n i trogen) を用 いて

三代 目の歯髄及 び脂 肪 C D 0 5 陽性細胞 及 び トー タル歯髄細胞 か ら トー タ

ル RNAを分離 した 。それ ぞれ の実験 にお いて細胞 数 は 5 X 0 4 個 に標 準化 し

た 。 F i rst-strand cDNA 合成 はReverTra Ace- ひ (Toyobo, Tokyo, Japan) ¾：用

いて I タル RNAか ら合成 し、 L i h t Cyc l er-Fast Start DNAmaster SYBR Gre

en I (Roche D i agnost i cs, P I easanton, GA) を用 しゝて L i ght Cyc l e r (RocheD i

agnost i cs) にて 9 5 °C で 1 O 秒 ， 6 2 °C で 1 5 秒 ， 7 2 °C で 8 秒 の プ ログ ラ

ム で、上記表 2 及 び表 3 に示す幹細胞 マ一 力一 の ィヌ C X C R 4 , S o x 2

, S t a t 3 , B m i 1 及 び R e x 1 の Rea l t ime RT-PGRを行 った 。 o l i gonu

c l eot i d eプライマ 一 は、公表 され て いるィヌ cDNA シー クェ ンス を用 いて作成

した 。ィヌ シー クェ ンスが登 録 され て いな い場合 、 ヒ トシ一 クエ ンス を用 い

た 。血 管新 生 因子及 び神経 栄養 因子 のmRNA発現 を検 討す るため 、ィヌmatr i x

meta l l oprote i nase ( M M P ) - 3 , V E G F — A , granu I ocyte-monocyteco I o n

y-st imu l a t i ng factor ( G M — C S F ) , S D F — , N G F , B D N F , Neuro

pept i d e Y , Neurotroph i n 3 , E-se I ect i n , V C A M , rhombot i n 2 , E C S C R

及 び S L C 6 A 6 の rea 卜t ime RT-PGR を行 った 。 RT-PGR 産物 は登 録 され た cDN

Aシー クェ ンス を用 いて確 定 した 。三代 目歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 及 び脂 肪 C



D 0 5 陽 性 細 胞 は 、 ； -act i nで標 準 化 して トー タル 歯 髄 細 胞 と比 較 した 。

[0096] 〈 増 殖 及 び遊 走 分 析 〉

stroma l ee l ト der i ved factor_1 ( S D F — 1 ) (Acr i s , Herford, Germany)

に 対 す る歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 増 殖 能 を、 0 . 2 % bo i ne serum a l bum

i n (S i gma) 及 び S D F _ 1 ( 5 O ng/ml ) 添 加 EBM2中 で 9 6 we l けこ 1 0 3個 播 種

し、 トー タル 歯 髄 細 胞 及 び脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 と、 四代 目に お いて比 較

し た 。 1 0 〃 I Tetra-co l orone (登 録 商 標 、 Se i kagaku Kogyo, Co. , Tokyo,

JAPAN) を 9 6 we I I p i ate に 添 加 し、細 胞 数 を吸 光 度 4 5 0 nmに て 吸 光 度 計 を

用 いて 2 , 1 2 , 2 4 及 び 3 6 時 間 後 に計 測 した 。細 胞 を入 れ て な いサ ン プ

ゾレ• negat i vecontro l と し た 。

[0097] 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の S D F — 1 に 対 す る遊 走 能 を、水 平 化 学 走 化 性

分 析 法 に て トー タル 歯 髄 細 胞 及 び脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 と比 較 した 。 TAXI S

can-FL (Effector Ce l l I nst i tute, Tokyo, JAPAN) を用 いて rea 卜t ime水 平 化

学 走 化 性 分 析 を行 った 。 TAXI Scan-FL は 6 mの 孔 の あ いた s i I i con 及 び ガ ラ

ス プ レー トの 間 に 、細 胞 の 大 き さに最 適 化 した チ ャ ンネル を形 成 し、 チ ャ ン

ネル 内の 一 端 に細 胞 （1 0 5個 / ml を 1 パ I ) を入 れ 、 も う一 端 に 1 0 ng/ パ I の

S D F - を一 定 濃 度 勾 配 に形 成 させ る よ うに投 入 して 、遊 走 す る細 胞 を顕

微 鏡 下 で 6 時 間 撮 影 した 。

[0098] 〈 歯 髄 及 び脂 肪 由来 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 分 取 及 び特 徴 化 〉

C D 0 5 抗 体 を用 いて ィ ヌ永 久 歯 歯 髄 組 織 か らフ ロー サ イ トメ トリー に

よ り分 離 した 歯 髄 由来 の C D 0 5 陽 性 細 胞 及 び 同一個 体 の脂 肪 組 織 由来 の

C D 1 0 5 陽 性 細 胞 は 、 図 9 A 及 び 図 9 B に 示 す よ うに 、 それ ぞれ トー タル

細 胞 の 6 % 及 び 5 . 8 % で あ った 。 また 、 図 9 C 、 図 9 D 、 図 9 E 及 び 図 9

F に 示 す よ うに 、歯 髄 及 び脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 は 、 と もに星 状 で長 い突

起 を有 して いた 。 図 示 しな いが 、歯 髄 C D 1 0 5 陰 性 細 胞 は 、不 規 則 な 形 で

短 い突起 を有 して いた 。 IG , EGF及 び 1 0 % ゥ シ胎 児 血 清 を EBM2に添 加 す る

と、 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の 形 質 が維 持 され 、 6 代 目で も 9 8 % 以上 C D 1 0

5 が 陽 性 で あ った 。 3 5 mmco l l agen type I コー トデ ィ ッシ ュ に C D 1 0 5



陽 性 細 胞 を一 個 播 種 す る と、 1 0 日で コ ロニ ー を形 成 し、 この 細 胞 の コ ロニ

一 形 成 能 を示 した 。 歯 髄 、脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 及 び 歯 髄 C D 0 5 陰 性

細 胞 の 細 胞 付 着 及 び 増 殖 効 率 は それ ぞれ 8 % , 3 . 7 % , 1 % で あ った 。 三

代 目で 限 界 希 釈 法 に よ り、 コ ロニ ー フ ォー ミン グ ユ ニ ッ ト（GFU) は 、 歯 髄 C D

1 0 5 陽 性 細 胞 で は 、 8 0 % で あ り、 トー タル 歯 髄 細 胞 で は 3 0 % 、脂 肪 C

D 0 5 陽 性 細 胞 で は 5 0 % で あ った 。

[0099] 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 の 特 徴 化 を進 め るた め に細 胞 表 面 抗 原 マ ー カー を

用 い て 、 フ ロー サ イ トメ トリ一 を行 い 、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を脂 肪 C D

0 5 陽 性 細 胞 及 び トー タル 歯 髄 細 胞 と比 較 した 。 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞

、脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 及 び トー タル 歯 髄 細 胞 は 三 代 目で C D 2 9 、 C D

4 4 、 C D 9 0 及 び C D 0 5 が 陽 性 で あ り、 C D 3 1 が 陰 性 で あ った 。 下

記 の 表 4 に 示 す よ うに 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 は 、脂 肪 C D 0 5 陽 性 細

胞 及 び I タル 歯 髄 細 胞 に比 べ て C D 7 3 , C D 1 5 0 及 び C X C R 4 を強

く発 現 して い る こ とは特 筆 す べ き こ とで あ る 。

[01 00] [ 表 4 ]

歯 髄 脂 肪
卜一 タ ル

C D 0 5 陽 性 C D 1 0 5 陽 性
歯 髄 細 胞

細 胞 細 胞

CD24 1.8% 1.7% 0.3%

CD29 95.9% 90.5% 99.2%

CD3 1 0% 0% 0%

CD33 3.7% 0% 0.2%

CD34 45.5% 0 . 1% 47. 1%

CD44 96.2% 92.3% 99.9%

CD73 97.2% 0.8% 22.3%

CD90 98. 1% 95.6% 97.5%

CD105 98.5% 74.0% 4.6%

CD146 0.8% 0.2% 0.9%

CD150 2.3% 0.2% 0.9%

MHC class I 36.0% 80.0% 73.8%

MHC class I I 0.4% 0% 0.4%

CXCR4 12.2% 5.9% 5.3%



[01 0 1 ] 歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 においては、 トー タル歯髄細胞 に比べ、 C X C R

4 , 3 0 乂 2 及び 阳 ； 1 m R N A 等の幹細胞マ一力一 を 1 6 . 8 , 6 4 及

び 3 . 5 倍高 く発現 してお り、歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞の幹細胞 と しての性

質が示唆 された。 C X C R 4 , S o X 2 及び B m i 1 m R N A は歯髄 C D 1

0 5 陽性細胞 において脂肪 C D 0 5 陽性細胞 に比べて高 く発現 していた。

表 5 に示す ように、 V E G F —A , G M — C S F , nerve growth factor ( N

G F ) , bra i n-der i vedneurotroph i c factor ( B D N F ) , neuropept i deY,

neurotroph i n 3 , E_se l ect i n及び V C A M — 1 等の血管新生因子 あるいは神

経栄養因子は、脂肪 C D 0 5 陽性細胞 に比べ歯髄 C D 0 5 陽性細胞 にお

いて高 く発現 していた。

[01 02] [表5]

[01 03] くi n v i tro における多分化能 〉



三 代 目か ら五 代 目に お い て 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の 脂 肪 、 血 管 、 神 経 、

及 び 象 牙 質 骨 へ の 分 化 誘 導 を行 い 、 脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 及 び 未 分 取 の

歯 髄 細 胞 と比 較 した 。

[01 04] 図 1 O A 及 び 図 1 O D に 示 す よ うに 、 歯 髄 幹 細 胞 は脂 肪 細 胞 へ の 分 化 能 を

示 した 。 ま た 、 図 1 O E に 示 す よ うに 、 歯 髄 幹 細 胞 は 血 管 内 皮 細 胞 へ の 分 化

能 を 示 した 。 ま た 、 図 1 0 H 、 図 1 0 J 及 び 図 1 0 K に 示 す よ うに 、 歯 髄 幹

細 胞 は神 経 細 胞 へ の 分 化 能 を 示 した 。 ま た 、 図 1 O L 及 び 図 1 0 O に 示 す よ

うに 、 歯 髄 幹 細 胞 は 、 象 牙 芽 細 胞 あ る い は 骨 芽 細 胞 系 譜 へ の 分 化 能 を 示 した

[01 05] しか しな が ら、 図 1 O L 及 び 図 1 O M に 示 す よ うに 、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性

細 胞 に 比 べ て トー タル 歯 髄 細 胞 に お い て は 石 灰 化 基 質 が 多 く認 め られ た 。 ま

た 、 図 1 O C 、 図 1 O D 、 図 1 O N 、 図 1 0 O 及 び 図 1 O G に 示 す よ うに 、

脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 は脂 肪 誘 導 能 及 び 骨 誘 導 能 は あ る が 、 血 管 誘 導 能 あ

る い は神 経 誘 導 能 は 見 られ な か った 。 図 1 0 P に 示 す よ うに 、 S D F — 1 に

よ る増 殖 活 性 は 、 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 に お い て トー タル 歯 髄 細 胞 及 び 脂

肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 に 比 べ て 高 か った 。 な お 、 図 1 O P に お い て 、 デ ー タ

は 4 サ ン プル で 平 均 値 土 SDで 表 して お り （*P〈 0 . 0 ) 、 実 験 は 3 回 繰 り返 し行 つ

た 典 型 例 を 示 した もの で あ る 。 TAXI Scan-FL に お い て 示 され る よ うに 、 S D F

- に よ る遊 走 活 性 は 歯 髄 C D 0 5 陽 性 細 胞 に お い て トー タル 歯 髄 細 胞 及

び 脂 肪 C D 0 5 陽 性 細 胞 よ りも高 か った 。

[01 06] 〈 幹 細 胞 ノ 前 駆 細 胞 の 抜 髄 後 根 管 内 自家 移 植 〉

ィ ヌ （Narc, Ch i ba, Japan) 永 久 歯 完 全 根 尖 完 成 歯 を全 部 歯 髄 除 去 し、 細 胞

画 分 を移 植 して 歯 髄 を再 生 させ る実 験 的 モ デ ル を確 立 した 。 sod i umpentobarb

i t a l (Scher i ng-P l ough, Germany) で 全 身 麻 酔 後 、 上 顎 第 二 切 歯 及 び 下 顎 第 三

切 歯 の 完 全 歯 髄 除 去 を行 い 、 根 尖 部 を#70K-f i l e (MAN I . INC, Toch i g i , Japa

n) を 用 い て 0 . 7 國 に 拡 大 した 。 細 胞 外 基 質 と して co l l agen XYZ を 用 い 、 根

尖 側 に 歯 髄 幹 細 胞 を付 着 させ る と共 に 歯 冠 側 に S D F — 1 を 付 着 させ た 根 管

充 填 材 を用 い た 。 即 ち 、 1 x 1 0 6 個 の 、 三 代 目か ら四 代 目の 歯 髄 C D 1 0 5



陽性細胞、脂肪 C D 0 5 陽性細胞 あるいは トー タル歯髄細胞 をc o l l agen XY

Ζ (新 田ゼラチン，Osaka, Japan) とともにDi Iラベ リング後、根管内の下部に自

家移植 した。根管上部は更にc o l l agenXYZ とともに最終濃度 1 5 / リ 1の 3 0

F — 1 を移植 した。窩洞は リン酸亜鉛セメン ト（E l i teGement, GC, Tokyo, Ja

pan) 及びボ ンデ ィング材 （Gl earf i I Mega Bond, Kuraray) で処理 した後、コン

ポジッ トレジン （Gl earf i I F l I , Kuraray, Kurash i k i , Japan) で修復 した。 1 5

匹のィヌ 6 0 歯 を用 いた。 1 0 歯は歯髄 C D 0 5 陽性細胞及び S D F -

、 5 歯は脂肪 C D 1 0 5 陽性細胞及び S D F _ 1 、 5 歯は トー タル歯髄細胞

及び S D F _ 1 、 5 歯は細胞 を入れず S D F _ 1 のみ、 5 歯は S D F — 1 を

入れず歯髄 C D 0 5 陽性細胞のみ、 5 歯は細胞 を入れず scaffo l dのみ注入

し、 1 4 日後に標本 を作製 した。 6 歯は歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞及び S D F

- を注入 し、 2 8 日後に二次元電気泳動分析 した。 4 歯に、歯髄 C D 0

5 陽性細胞及び S D F _ 1 、脂肪 C D 1 0 5 陽性細胞及び S D F _ 1 、並び

に、 トー タル歯髄細胞及び S D F _ 1 を注入 し、 9 0 日後に標本 を作製 した

。 7 歯の正常歯 をcontro l と して用 いた。形態分析のために 4 %paraforma l de

hyde (PFA) (Nakara i Tesque, Kyoto, Japan) で 4 °C—晚固定 し、 1 0 % 蟻酸

にて脱灰後、paraff i n wax (S i gma) に包埋 した。paraff i n切片 （厚 さ 5 m) を

hematoxy l i n- eos i n (HE) 染色 し、形態学的に観察 した。

血管染色のため、 5 m厚みの paraff i n切片を脱パ ラフィン し、F l uoresce i

n G i ffon i a (Bande i aea S im I i c i f o I i a Lect i n 1/ f I uor esce i n-ga I anthus

n i a l i s (snowdrop) l ect i n ( 2 0 µ. g/ml , Vector l aborator i es, I nc. , You

ngstown, Oh i o) にて 1 5 分染色 し、 f l uorescence mi croscope B IOREVO, BZ— 9

000 (KEYENCE, Osaka, Japan) にて新生血管に対す る移植細胞の存在及び局在

性 を観察 した。移植後 1 4 日後の再生歯髄 と正常歯髄 を 4 % paraforma l dehy

deで 4 5 分固定 した後、 0 . 3 %Tr i ton X 含有 PBSで処理後、ブロッキ ング

を行 い、GS- I B4 (Gr i ffon i as imp l i c i f o l i a , A l exa F l uor 488) レクチンにて

2 時間 4 °C にてホールマウン ト免疫染色 した。新生血管 と移植細胞 は二光

子顕微鏡 FV1 000MPE (O l ympus) にて三次元的に撮影 した。



[01 08] 新 生神 経 の 染色 は、 5 m厚み の paraff i n切 片 を脱 パ ラ フ ィン し、 3 % Tr i

ton X 含 有 PBSで処 理 後 、 2 % ャ ギ血 清 で ブ ロ ッキ ング を行 い、 PGP-9. 5に て

2 時 間 4 °C に て一次 染色 した 。三 回 PBSで洗 浄 した後 、b i ot i ny l atedgoat a

nt i -rabb i t I G (Vector) ( 1 : 200) で 二 次 染色 を 1 時間室温 で行 った 。 ABC rea

gent (VectorLaborator i es, Bur l i ngame, GA) にて処 理 した後 、 DABにて 1 0 分

間発 色 させ た 。

[01 09] 新 生神 経 突起 が 下歯槽 神 経 とつ なが つて い る ことの確 認 の た め 、歯 髄 C D

0 5 陽 性細 胞 をDi I ラベ ル せ ず に下顎 第 三切 歯 に移 植 し、移 植 後 に 1 4 日 目

にDi l を再 生歯 髄 上 に適 用 し、移 植 後 1 7 日 目に下顎 骨 を摘 出 し、蛍光 顕微 鏡

(Le i ca, M 205 FA, Wetz l ar, Germany) に て観 察 した 。

[01 0] 4 日 目に お ける再 生歯 髄 の再 生量 を統 計 学 的 に解 析 す るた め 、歯 髄 C D

0 5 陽 性細 胞 及 び S D F _ 1 、脂 肪 C D 1 0 5 陽 性細 胞 及 び S D F _ 1 、

トー タル 歯 髄細 胞 及 び S D F _ 1 、細 胞 を入れ ず S D F - のみ 、 S D F _

を入れ ず 歯 髄 C D 0 5 陽 性細 胞 のみ 、並 び に、細 胞 を入れ ず scaffo l dの

み の標 本 か ら 5 本 ず つ 1 5 0 m間 隔 で実体 顕微 鏡 にて （Le i ca, M 205 FA) 撮

景 、 Le i ca App l i cat i on Su i t e software を用 しゝ て角 き した 。根 管 の表 面積 に

対す る新 生再 生組 織 の割 合 はそれ ぞれ の歯 牙 の 三 か 所 を平 均 して計 算 した 。

統 計 計 算 はス チ ュー デ ン ト t 検 定 を用 いて行 った 。

[01 ] 生体 内 に お ける象 牙 芽細 胞 分 化 マー カー で あ るdent i ns i a l ophosphoprote i n

( D s p p ) と ename l y s i nの発 現 は、歯 髄 C D 1 0 5 陽 性細 胞 及 び S D F _

1 移 植 後 9 0 日 目の 5 〃m- paraff i n切 片 に お いて 、 i n s i t u hybr i d i zat i onに

て根 管 の側 壁 に お いて観 察 した 。 ィ ヌ D s p p ( 8 3 b p ) 及 び ename l y s i

n ( 1 9 5 b p ) の cDNAをそれ ぞれ Nco l 及 び Spe けこて 切 断 して線 状 に リニ ア

ライズ し、ant i _senseprobes を作 製 した 。 プ ロ一 ブは PGR product を subc I on i

ng後 プラス ミ ドか ら作 成 し、 rea 卜t ime RT-PGRで用 いた表 2 及 び表 3 記 載 の

プライ マ一 か ら作 成 した 。DIGシ グナル はTSAsystem (Perk i nE l mer, Wa l tham,

MA, USA) にて検 出 した 。

[01 2] 〈 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性細 胞 の抜 髄 後根 管 内移 植 に よ る歯 髄 再 生 〉



次に、上述の図 3 に示 したような手順にて、ィヌにおいて永久歯の完全根

尖完成歯の抜髄後根管内に、歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 を 3 0 「_ 1 とともに

自家移植 した。図 1 1 A は、 S D F — 1 及び歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 による

歯髄再生を示す図である。図 1 1 B は、図 1 1 A におけるエ リア B の拡大図

である。図 1 1 C は、図 1 1 A におけるエ リア C の拡大図である。図 1 1 A

、図 1 1 B 及び図 1 1 C に示す ように、歯髄 C D 0 5 陽性細胞 を S D F -

とともに移植す ると、歯髄様組織が 1 4 日までに形成 された。図 1 1 E に

示す ように、 C D 1 0 5 陽性細胞のみ を移植 しても歯髄様組織が形成 された

力、 S D F — 1 とともに移植 したほ うが歯髄様組織の形成が促進 された。一

方、図 1 1 F に示す ように、 S D F — 1 のみ を移植す ると、極めて少量の歯

髄 しか形成 されなか った。図 1 1 S に示す ように、non_pa i red スチュ一デン

トt 検定で統計学的解析 を行 うと、歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞 を 3 0 「_ 1 と

ともに移植す ると、 C D 1 0 5 陽性細胞のみ あるいは S D F - のみ と比べ

て、再生 された面積 は有意 に増加 した （それぞれ 3 . 3 倍及び 4 . 2 倍）。

図 1 1 D に示す ように、象牙芽細胞様細胞 は、根管の象牙質壁に付着 し、細

管内に突起 を伸 ば していた。図 1 1 G に示す ように、歯髄様組織 は、歯髄 C

D 0 5 陽性細胞 を 3 0 「_ 1 とともに移植す ると、 9 0 日後にはセメン ト-

エナメル質境 まで達 していた。図 1 1 H に示す ように、再生組織の上部に存

在す る細胞 は、紡錘形であ り、また図 1 1 I に示す ように、中央部では星状

であった。 これ らの再生組織 は、図 1 1 J に示す正常歯髄組織の細胞 に類似

していた。図 1 1 G 及び図 1 1 K に示す ように、象牙質側壁に沿 って、細管

象牙質が観察 されたのは特筆すべ きことである。図 1 1 L 及び図 1 1 M に示

す ように、象牙異質側壁に並んで存在す る象牙芽細胞 は、象牙芽細胞の二つ

7 — Λ — Rename Iys i n/matr i xmeta 11oprote i nase ( M M P ) 2 0 及び

D s p p 陽性であった。

しか しなが ら、図 1 1 N 及び図 1 1 0 に示す ように、 C D 1 0 5 陽性細胞

の代わ りに、未分取の トー タル歯髄細胞 を移植 した場合には、よ り少量の歯

髄組織 しか再生 されず、図 1 1 P の矢印に示す石灰化組織及び図 1 1 Q に O



D に て 示 す 骨 様 象 牙 質 の よ うに 、 9 0 日後 に は 石 灰 化 が み られ た 。 図 1 1 R

に 示 す よ うに 、 同様 に脂 肪 由 来 の C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を移 植 した 場 合 に も 、

よ り少 量 の 再 生 組 織 しか 見 られ な か った 。 図 1 1 S に 示 す よ うに 、 更 に 、 統

計 学 的 解 析 に よ り、 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を S D F — 1 と と も に移 植 した

場 合 、 脂 肪 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 を S D F _ 1 と と も に移 植 、 あ る い は トー タ

ル 歯 髄 細 胞 を S D F — 1 と と も に移 植 した 場 合 よ りも 、 1 4 日 目で 、 根 管 の

表 面 積 に 対 す る新 生 再 生 組 織 の 割 合 は 、 有 意 に 高 い こ とが 分 か った （5 1 .

6 倍 及 び 2 . 2 倍 ） 。 図 1 1 T に 示 す よ うに 、 凍 結 切 片 を BS-1 l ect i nで 染 色

後 、 共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 分 析 に よ り、 再 生 組 織 に お け る血 管 新 生 が 認 め ら

れ た 。 図 1 1 U に 示 す よ うに 、 二 光 子 顕 微 鏡 分 析 に よ り、 D i l で ラ ベ ル した 移

植 歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 の 多 く力、 新 生 毛 細 血 管 の 近 くに観 察 され 、 血 管

新 生 に お け る これ らの 細 胞 の 血 管 新 生 因 子 を放 出 す る役 割 が 示 唆 され た 。 図

V に 示 す よ うに 、 1 4 日 目に お け る再 生 組 織 の 誘 導 血 管 の 三 次 元 像 は 、

図 1 1 X に 示 され る 正 常 歯 髄 の 像 と、 密 度 及 び 方 向 性 に お い て 類 似 して い た

。 図 1 1 W に 示 す よ うに 、 移 植 した C D 1 0 5 陽 性 細 胞 は 、 新 し く再 生 され

た 歯 髄 の あ らゆ る と こ ろ に観 察 され 、 S D F — 1 に よ り、 上 部 に 遊 走 す る能

力 を歯 髄 C D 1 0 5 陽 性 細 胞 が 持 つ こ とが 示 唆 され た 。 図 1 1 Y に 示 す よ う

に 、 PGP9. 5抗 体 で 染 色 され る神 経 突 起 は 、 根 尖 孔 か ら新 し く再 生 され た 組 織

中 に伸 長 して い た 。 図 1 1 Z に 示 す よ うに 、 下 顎 第 三 切 歯 に 再 生 され た 歯 髄

組 織 を D i I ラ ベ ル した と こ ろ 、 新 生 歯 髄 組 織 （点 線 で 示 す ）に お い て 再 生 され た

神 経 は 下 歯 槽 神 経 とつ な が って い る こ とが 明 らか とな つた 。

〈 歯 髄 再 生 の 二 次 元 電 気 泳 動 分 析 及 び 遺 伝 子 発 現 分 析 〉

再 生 組 織 の 二 次 元 電 気 泳 動 分 析 の た め に 、 2 8 日 目の 再 生 歯 髄 様 組 織 、 正

常 歯 髄 組 織 、 及 び 歯 根 膜 組 織 を細 切 し、 l y s i s buffer ( 6 M urea, 1 . 9 7 M

t h i ourea, 2 % ( w v ) CHAPS, 6 4 . 8 mM DTT, 2 % ( v v ) Pharma l y t

e) に 溶 解 し、 超 音 波 を か けた 。 15 , 000rpm で 1 5 分 、 4 °C で 遠 心 し、 上 清 を 二

次 元 電 気 泳 動 した 。 等 電 点 電 気 泳 動 （I EF) は Goo l PhoreSter2_DE system に て 行

つた 。 I PG str i p s ( Immob i I i ne DryStr i ps, p H 4 〜 7 , 8 cm, GE) はmanu



facturer の キ旨示 （こ従 し、用 し、た 。 I PGstr i psiirehydrat i on so l ut i on ( 6 M urea

, . 9 7 M t h i ourea, 2 % ( v ) Tr i tonX-1 00, 3 M DTT, 2 % ( v

v ) Pharma l yte, 2 . 5 mMacet i c ac i d , 0 . 0025% BPB) に よ り一 晚 2 0 °C に て

再 度 水 和 した 。等 電 点 電 気泳 動 （IEF) は500V 、 2 時 間 、 700-3000V 、 1 時 間

、及 び 3500V 、 2 4 時 間 の 電圧 を徐 々 に上 昇 させ る方 法 で行 った 。等 電 点 電

気泳 動 後 、 I PGstr i ps は 平衡 緩 衝 液 equ i I i brat i on buffer ( 6 M urea, 2 . 4

mM DTT, 5 mM Tr i s-HCI , p H 6 . 8 , 2 % ( w v ) SDS, 0 . 0025%BPB, 3 0 % (

/ ) Gl ycero l ) に て 3 0 分 室 温 にて反 応 させ た 。 I PG str i ps は 更 に 5mM T

i s-HCU p H 6 . 8 、 2 % ( w v ) SDS、0 . 0025%BPB 、 3 0 % ( ) G l y

cero し 2 4 3 mM i odoacetami dに て 2 0 分 室 温 にて平衡 化 させ た 。 その後 、

二次 元 目は 12 . 5% SDS- PAGEge l ( 2 O cm x 2 O cm) にて 2 5 mA/ge l で 1 5 分 、

その後 3 O mA/ge l で 泳 動 した 。 Ge l は F l ami ngo F l uorescent Ge l Sta i n (B i o-R

ad Laborator i es, GA, USA) で染色 し、 （F I uoroPhor ester 3000, Anatech, Toky

o , Japan) に て scan した 。 Ge l ィ メ 一 ジはProgenes i s (Non l i near Dynami cs, NC

, USA) を用 いて分析 し、 それ ぞれ のパ ター ンを比 較 した 。

[01 15 ] 歯 根 膜 に特異 的 な ィ ヌ ax i n2、per i ost i n 及 び aspor i n/per i odonta l I i a

ent-assoc i atedprote i n (PLAP-1 ) を用 いて Rea l t ime RT-PCR 分 析 を行 った

。再 生組 織 に お けるGo l l agen type a l ( l ) 、 syndecan3 、及 び tenasc i n Gの発

現 を正 常歯 髄 並 び に歯根 膜 と比 較 した 。

[01 6] 〈 再 生歯 髄 の 二次 元 電 気泳 動 に よ る タ ンパ ク化 学 分析 及 び遺 伝 子発 現 解 析

>

図 1 2 A 、 図 1 2 B 及 び 図 1 2 C に示す よ うに、二次 元 電 気泳 動 分析 に よ

り、再 生歯 髄組 織 は 2 8 日 目に お いて 同一個 体 由来 の 正 常歯 髄組 織 に定性 及

び定量 的 に タ ンパ ク発 現 / くタ一 ンが類 似 して い る ことが 明 らか とな った 。正

常及 び再 生歯 髄組 織 両方 に見 られ る タ ンパ クス ポ ッ トは 8 5 . 5 % ( 2 3

spots) で あ った 。一方 、 図 1 2 D 、 図 1 2 E 及 び 図 1 2 F に示 す よ うに、正

常歯 髄組 織 の タ ンパ クス ポ ッ トは、歯根 膜 組 織 と比 べ て 、違 いがみ られ た 。

従 って 、二次 元 電 気泳 動 分析 に よ り、再 生組 織 は機 能 的 に正 常歯 髄組 織 で あ



ることが判明 した。

[01 7] 歯髄組織に特異的なマーカ一はこれまでに見つかっていない。従 って、再

生組織が正常の歯髄組織であることを証明するために、歯根膜組織に特異的

なマ一力一として、ax i n2, per i ost i n及びaspor i n/per i odonta l l i gament-ass

oc i ated prote i n (PLAP-1 ) を更に用いた。ax i n2、 per i ost i n及びPLAP-1 mR

NA発現は、正常歯根膜において再生歯髄組織のそれに比べて 2 8 日目でそれ

ぞれ 2 5 、 5 3 1 倍、 1 7 9 倍及び 1 1 倍 と高い発現がみ られた。表 6 に示

すように、これ らの遺伝子は、正常歯髄で再生組織 と比べて、ほぼ同程度 （

0 . 4 倍、 0 . 4 倍、及び 2 . 4 倍）に発現がみ られた。

[01 8] [表6]

[01 9] 表 6 に示すように、Go l 13 6门ひ 1( 1) は歯根膜にぉぃて再生組織ょりも9. 3倍

多く発現 し、正常歯髄と再生歯髄の間ではほとんど違いが認め られなかつた

。 Syndecan 3及びTenasc i n Gは歯髄組織で高 く発現 していることが知 られて

お り、再生組織においては歯根膜組織 と比較 して、 1 4 . 3 倍及び 5 0 . 0

倍高 く発現が見 られた。従 って二次元電気泳動分析及び、遺伝子発現分析に

より、再生組織は機能的に正常歯髄組織であることが判明 した。

[01 20] 〈歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞の感染根管治療後根管内自家移植による歯髄再

生 〉

ィヌ永久歯完全根尖完成歯を全部歯髄除去 し、根尖部をK-f i l eにて# 3 0

まで拡大 し、そのまま根管を開放 し2 週間放置 し、感染根管歯モデルを作製

した。その後、次亜塩素酸ソーダおよびォキシ ドールにて交互洗浄 し、さら



にスメァク リーンを根管内に 3 0 秒間入れた後、生理食塩水にてさらに洗浄

した。さらにFG (ホルムク レゾ一ル）を根管内に一週間貼薬 し、根管内の無

菌化を図った。その後、再度、生理食塩水にて洗浄 し、根管内をペーパーポ

イン トにて乾燥 させた。細胞外基質としてco l l agenXYZ を用い、根尖側に歯髄

幹細胞を付着 させると共に歯冠側に S D F _ 1 を付着 させた根管充填材を用

いた。即ち、抜髄後の根管内自家移植 と同様の方法にて、 1 X 0 6個の、三

代 目か ら四代 目の歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞をco l l agen XYZとともに、根管内

の下部に自家移植 した。根管上部は更にco l l agenXYZ とともに最終濃度 1 5 ng

ハ 1の 3 0 「_ 1 を移植 し、窩洞を リン酸亜鉛セメン ト及びコンポジッ トレジ

ンで修復 した。 1 4 日後に標本を作製 した。通法にて形態学的に観察 した。

[01 2 1] 図 1 3 A は、 S D F _ 1 及び歯髄 C D 1 0 5 陽性細胞による歯髄再生を示

す図である。図 1 3 B は、図 1 3 A における根管内に再生された歯髄組織の

中央部の拡大図である。図 1 3 C は、図 1 3 A における根管内に再生された

歯髄組織の象牙質側壁に接する部位の拡大図である。図 1 3 A 、図 1 3 B 及

び図 1 3 C に示すように、歯髄 C D 0 5 陽性細胞を S D F - とともに移

植すると、歯髄様組織が 1 3 日までに形成 された。図 1 3 B に示すように、

歯髄組織内は血管が新生され、歯髄細胞がみ られたが、炎症性細胞 も若干散

在 していた。図 1 3 C に示すように、象牙芽細胞様細胞は、根管の象牙質側

壁に付着 し、並列 して存在 していた。

[01 22] 《実施例 3 》

次に、実施例 3 では、遊走因子 G _ C S F 及び歯髄 C D 0 5 陽性細胞を

用いて、抜歯 した根管に充填する場合 と非抜歯の根管に充填する場合 との比

較を行 った。

[01 23] 上述の実施例 1 及び実施例 2 と同様に、ィヌ前歯を抜歯 した後、scaffo l d

としてco l l agen XYZとともに歯髄 C D 0 5 陽性細胞を 5 χ 0 c e l I s (

0 µ \ ) を根管内下部に、そ して遊走因子 として G — C S F を 2 0 0 n g (

\ ) を根管内上部に移植 して、 1 4 日経過 させた。その結果を図 1 4 Α に

示す。図 1 4 A に示されるように、歯髄様組織は少量 しか形成せず、矢印で



示す ように、強 い炎症像及び外部吸収がみ られた。

[01 24] 次 に、ィヌ前歯 を抜歯せずに、scaffo l d と してco l l agenXYZ とともに歯髄 C

D 0 5 陽性細胞 を 5 X 0 ce l l s ( \ ) を根管内下部に、そ して遊走

因子 と して G — C S F を 2 0 0 ng ( \ ) を根管内上部に移植 して、 1 4

日経過 させた。その結果を図 1 4 Β に示す。図 1 4 Β に示 され るように、歯

髄様組織が著明に形成 され、炎症像 はみ られなか った。また外部吸収 もみ ら

れなか った。図 1 4 C は、図 1 4 Β に示 した矢印部分の歯髄様組織の拡大図

である。図 1 4 C に示す ように、再生歯髄様組織 中には、細長 い紡錘形の線

維芽細胞様の歯髄細胞が存在 し、炎症性細胞 はみ られなか った。

符号の説明

1 0 0 ：対象 となる困

1 1 0 ：根尖性歯周炎

2 0 0 ：非抜歯根管充填材

2 1 0 ：細胞外基質

2 2 0 ：歯髄幹細胞

2 3 0 ：遊走因子

4 0 0 ：血管

5 0 0 ：象牙質

6 1 0 ：ゼ ラチン

6 2 0 ：レジン

6 3 0 ：形態形成因子

配列表 フ リーテキス 卜

[01 26] 配列番号 1 〜 6 4 ：プライマ一



請求の範囲

抜髄後又は感染根管の根管拡大清掃後、非抜歯の根管の根尖側に揷

入される、歯髄幹細胞及び細胞外基質を有することを特徴 とする非抜

歯根管充填材。

前記歯髄幹細胞は、歯髄 C X C R 4 陽性細胞、 S S E A — 4 陽性細

胞、 F L K _ 1 陽性細胞、 C D 1 0 5 陽性細胞、歯髄 S Ρ 細胞、 C D

3 陰性かつ C D 1 4 6 陰性細胞、 C D 2 4 陽性細胞、 C D 1 5 0 陽

性細胞、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、

C D 7 3 陽性細胞、及び C D 9 0 陽性細胞のうち少な くとも何れか一

つを含む ことを特徴 とする請求項 1 記載の非抜歯根管充填材。

前記歯髄 S P細胞が、 C X C R 4 陽性、 S S E A _ 4 陽性、 F L K

- 陽性、 C D 3 1 陰性かつ C D 1 4 6 陰性、 C D 2 4 陽性、 C D

0 5 陽性、 C D 1 5 0 陽性、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、

C D 4 4 陽性細胞、 C D 7 3 陽性細胞、又はC D 9 0 陽性細胞の何れ

かであることを特徴 とする請求項 2 記載の非抜歯根管充填材

前記歯髄幹細胞を根管の根尖側に付着させるとともに、根管の歯冠

側に細胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因子及び血管新生因子の

うち少な くとも何れか一つを含む遊走因子を付着させていることを特

徵 とする請求項 1 に記載の非抜歯根管充填材。

前記細胞遊走因子が、 S D F _ 1 、V E G F 、G _ C S F 、S C F

、M M P 3 、S I i t 及び G M —C S F の うち少な くとも何れか一つ

であることを特徴 とする請求項 4 記載の非抜歯根管充填材。

前記細胞増殖因子が、 I G F 、 b F G F 及び P D G F の うち少な く

とも何れか一つであることを特徴 とする請求項 4 記載の非抜歯根管充

填材。

前記神経栄養因子が、G D N F 、B D N F 、N G F 、Neuropept i de

Y及びNeurotroph i n 3の うち少な くとも何れか一つであることを特徴

とする請求項 4 記載の非抜歯根管充填材。



前記細胞外基質が、コラーゲン、人工 プロテオグ リカン、ゼラチン

、ハイ ドロゲル、フイブ リン、フォス フォホ リン、へパ ラン硫酸、へ

パ リン、ラ ミニン、フイブロネクチン、アルギ ン酸、 ヒアル ロン酸、

キチン、 P L A 、 P L G A 、 P E G P G A 、 P D L L A 、 P C L 、

ハイ ドロキシァパ タイ ト、 _ T C P 、炭酸カル シウム、チタン及び

金の うち少な くとも何れか一つを含む生体親和性材料か ら構成 されて

いることを特徴 とす る請求項 1 に記載の非抜歯根管充填材。

前記細胞外基質における前記歯髄幹細胞の含有率は、 1 X 1 0 3セ

ル µ I 以上 1 X 1 0 6セル パ I 以下であることを特徴 とす る請求

項 1 に記載の非抜歯根管充填材。

抜髄後又は感染根管の根管拡大清掃後の非抜歯の根管の根尖側 に、

歯髄幹細胞及び細胞外基質を有す る非抜歯根管充填材 を注入す ること

で、根管内の歯組織 を再生す ることを特徴 とす る非抜歯による歯組織

再生方法。

前記歯髄幹細胞 は、歯髄 C X C R 4 陽性細胞、 S S Ε Α — 4 陽性細

胞、 F L K _ 1 陽性細胞、 C D 1 0 5 陽性細胞、歯髄 S Ρ 細胞、 C D

3 陰性かつ C D 1 4 6 陰性細胞、 C D 2 4 陽性細胞、 C D 1 5 0 陽

性細胞、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、 C D 4 4 陽性細胞、

C D 7 3 陽性細胞、及び C D 9 0 陽性細胞の うち少な くとも何れか一

つを含む ことを特徴 とす る請求項 1 0 記載の非抜歯による歯組織再生

方法。

前記歯髄 S P 細胞が、 C X C R 4 陽性、 S S E A _ 4 陽性、 F L K

- 陽性、 C D 3 1 陰性かつ C D 1 4 6 陰性、 C D 2 4 陽性、 C D

0 5 陽性、 C D 1 5 0 陽性、 C D 2 9 陽性細胞、 C D 3 4 陽性細胞、

C D 4 4 陽性細胞、 C D 7 3 陽性細胞、又は C D 9 0 陽性細胞の何れ

かであることを特徴 とす る請求項 1 1 記載の非抜歯による歯組織再生

方法。

前記非抜歯根管充填材 は、歯髄幹細胞 を根管の根尖側 に付着 させ る



とともに、根管の歯冠側に細胞遊走因子、細胞増殖因子、神経栄養因

子及び血管新生因子のうち少な くとも何れか一つを含む遊走因子を付

着させていることを特徴 とする請求項 1 0 に記載の非抜歯による歯組

織再生方法。

前記細胞遊走因子が、 S D F _ 1 、 V E G F 、 G _ C S F 、 S C F

、M M P 3 、 S I i t 及び G M —C S F の うち少な くとも何れか一つ

であることを特徴 とする請求項 1 3 記載の非抜歯による歯組織再生方

法。

前記細胞増殖因子が、 I G F 、 b F G F 及び P D G F の うち少な く

とも何れか一つであることを特徴 とする請求項 1 3 記載の非抜歯によ

る歯組織再生方法。

前記神経栄養因子が、G D N F 、 B D N F 、 N G F 、Neuropept i de

Y及びNeurotroph i n 3の うち少な くとも何れか一つであることを特徴

とする請求項 1 3 記載の非抜歯による歯組織再生方法。

前記細胞外基質が、コラーゲン、人工プロテオグ リカン、ゼラチン

、ハイ ドロゲル、フイブリン、フォスフォホ リン、へパラン硫酸、へ

パ リン、ラミニン、フイブロネクチン、アルギン酸、 ヒアル ロン酸、

キチン、 P L A 、 P L G A 、 P E G P G A 、 P D L L A 、 P C L 、

ハイ ドロキシァパタイ ト、 _ T C P 、炭酸カルシウム、チタン及び

金のうち少な くとも何れか一つを含む生体親和性材料か ら構成されて

いることを特徴 とする請求項 1 0 に記載の非抜歯による歯組織再生方

法。

前記根管充填材を前記根管の根尖側に注入する前に、前記根管を拡

大することで根尖部の根管の太 さを所定の大きさにすることを特徴 と

する請求項 1 0 に記載の非抜歯による歯組織再生方法。

前記細胞外基質における前記歯髄幹細胞の含有率は、 1 X 1 0 3セ

ル µ I 以上 1 X 1 0 6セル パ I 以下であることを特徴 とする請求

項 1 0 に記載の非抜歯による歯組織再生方法。
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C (続き）. 関連すると認められる文献
引用文献の 関連する
カテゴリー * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、その関連する箇所の表示 請求項の番号

Y IOHARA, K. et al. ， Regeneration o dental pulp after pulpotoray 1-9
by transplantation of CD31_/CD146_ side population cells from
a canine tooth, Regenerative Medicine, 2009. 04， Vol. 4， No. 3，
pp. 377-385
Abstract, 第 378 頁左欄最終段落- 同頁右欄第 1段落，第 381 頁右欄
第 2 段落- 第 383 頁右欄第 3 段落

NAKASHIMA, M. et al. ， Tissue engineering of teeth, Handbook of 1-9
Bioraineralization, 2007, Vol. 3， Medical and Clinical Aspects,
pp. 265-281
Abstract, 「17. 2. 1」， 「17. 2. 3」， 「17. 3. 1」， 「17. 4」

P, X 0 2009/113733 Al (財団法人 ヒ 一マ ンサイェ ト辰興財団) 1-9
2009. 09. 17，

全文
( フ ア ミ リーな し）

ZHAN , . et al. ，The periorraance o human dental pulp stem ceils 1-9
on different three-dimensional scaffold materials,
Bioraaterials, 2006 ， Vol. 27， pp. 5658—5668

中川寛一 他，ハイ ドロキシァパタイ トの根管充填材 としての応用 1-9
価値に関する実験病理学的研究 （第 1 報）， 日歯保雑，1984, Vol. 27,
No. 1， p. 190-199

NAKASHIMA, M. et al. ， The application of tissue engineering t o 1-9
regeneration of pulp and dentin i n endodontics, Journal of
Endodontics, 2005 ， Vol. 31, o. 10, pp. 711-718
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 0 / 0 0 5 5 3 6

第 Π欄 請求の範囲の一部の調査ができない ときの意見 （第 1 ページの 2 の続き）

法第 8条第 3項 （P C T 17条 （2) (a) ) の規 定によ り、 こ の 国際調査報告 は次の理 由に よ り請求の範 囲の一部 について作
成 しなかった。

1 . 請求項 10-19 は、この国際調査機 関が調査 をす ることを要 しない対象 に係 るものである。

つま り、
請求項 10-19に係 る発 明は、手術又 は治療 に よる人体 の処置方法 を包含す るもの で あ

2 . 請求項 は、有意義な国際調査 をす ることができる程度まで所定の要件 を満た してい
ない国際出願 の部分に係 るものである。つま り、

3 . Γ" 請求項 は、従属請求の範囲であって P C T 規則 6. 4 (a) の第 2 文及び第3文の規定に
従って記載 されていない。

第 欄 発明の単一性が欠如 しているときの意見 （第 1 ページの 3 の続 き)

次に述べ るよ うにこの 国際出願 に二以上の発明があるとこの 国際調査機 関は認 めた。

1 . 出願人が必要な追加調査手数料 をすベて期間内に納付 したの で 、 この 国際調査報告は、すべての調査可能な請求
項について作成 した。

2 . 追加調査手数料 を要求す るまでもなく、すべての調査可能な請求項について調査す ることができたので、追加調
查手数料の納付 を求めなかった。

3 . 出願人が必要な追加調査手数料 を一部のみ しか期間内に納付 しなかったので、この国際調査報告は、手数料の納
付のあった次の請求項のみについて作成 した。

4 . 出願人が必要な追加調査手数料 を期間内に納付 しなかったの で 、 この 国際調査報告は、請求の範囲の最初に記載
されてい る発明に係 る次の請求項について作成 した。

追加調査手数料の異議の申立てに関す る注意
□ 追加調査手数料及び、該当す る場合には、異議 申立手数料の納付 と共に、出願人か ら異議 申立てがあった。

追加調査手数料の納付 と共に出願人か ら異議 申立てがあつたが、異議 申立手数料が納付命令書に示 した期間
内に支払われなかった。

追加調査手数料の納付はあったが、異議 申立てはなかった。

様式 P C T I S A 2 1 0 (第 1 ページの続葉 （2 ) ) ( 2 0 0 9 年 7 月）
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