
炎症環境による歯髄細胞の幹細胞化

－歯髄細胞分化に与える腫瘍壊死因子 （TNF-α） の影響－
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Reprogramming of Human Dental Pulp Cells Mediated by Inflammatory Signals
-Effects of TNF-α on Human Dental Pulp Cell Differentiation-
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Abstract：During normal pulp tissue healing, inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α) or interleukins, act in the initial 48 hours (inflammatory phase) and play important 
roles not only as chemo-attractants of inflammatory cells and stem/progenitor cells but also in inducing 
a cascade of reactions toward tissue regeneration or reparative dentin formation or both. Previous 
reports have shown that inflammatory cytokines regulate the differentiation capacity of dental pulp 
stem/progenitor cells (DPCs), but none has interrogated the impact of these cytokines on the stem cell 
phenotype of stem/progenitor cells. 

In this review, I would like to summarize about the effects of a short-term treatment with TNF-α on 
the stem cell phenotype and differentiation ability of human DPCs.
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は じ め に

　象牙質・歯髄複合体は自己修復能を持っており，齲

蝕，咬耗，摩耗や窩洞形成などの歯の損傷時には歯髄

保護のために象牙質の修復が起きることが知られてい

る 1-3）。すなわち，象牙質に及ぶような歯の損傷は象牙

芽細胞の損傷と歯髄の炎症反応を惹起する。炎症が惹起

されると，好中球や単球から炎症性サイトカインやケモ

カインが放出され，それに引き続き血管新生が誘導さ

れ，さらに既存の象牙芽細胞が再活性化されて象牙質の

再生が生じる，あるいは，歯髄内に存在する前駆細胞や

歯髄幹細胞が新たに象牙芽細胞に分化し象牙質の再生が

生じると推測されている。

　ところで，炎症性サイトカインのひとつである腫瘍壊

死因子（TNF-α）は，マクロファージや好中球だけでな

く骨髄細胞や線維芽細胞，滑膜細胞など様々な細胞か

ら産生され，その生物活性に深く関与している。TNF-α
の過剰な産生は，破骨細胞の活性化により骨吸収を促進

したり 4），線維芽細胞や滑膜細胞へ作用し，コラゲナー

ゼやプロスタグランジン合成を促進し関節破壊や関節痛

を引き起こす 5）。さらには，血管内皮細胞へ作用し血管

透過性の亢進やそれに伴う腫脹・浮腫の増悪などを惹起

することがよく知られている。また，B細胞，T細胞，
形質細胞に作用し，過剰な免疫応答を引き起こすことも

ある。

　このように TNF-αは，炎症性サイトカインとしてホ
ストパラサイト相互作用や侵害受容入力，組織損傷にお

ける重要な因子として機能することが知られてきた。一

方，最近になって，組織損傷の局所において初期の段階
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で TNF-αが発現し，様々な成長因子やサイトカインの
発現を誘導したり，細胞遊走を促進したりして組織再生

に関与する可能性が示唆されるようになった。例えば，

骨折部位に TNF-αを作用させると，仮骨内の軟骨細胞
の肥大化が促進され，骨のリモデリングが早期に生じて

石灰化が亢進し，骨折治癒が促進されるという報告があ

る 6）。さらに，TNFレセプター欠損マウスでは，仮骨内
の軟骨細胞の肥大化が抑制され，骨のリモデリングが遅

延し，骨折部位には疎性結合組織が満たされることによ

り骨折治癒が遅延するとも報告されている7）。すなわち，

創傷治癒過程の初期段階においては TNF-αのシグナル
が組織修復の重要な役割を担っていることが示唆されて

いる。

　炎症再生連関を理解する上で忘れてはならないのが，

間葉系幹細胞の働きである。Prockopによると，組織に
加わる傷害や感染に伴ってマクロファージが TNF-αや
IL-1βのような炎症性サイトカインを産生し，これらが
炎症カスケードの引き金を引くと同時に，間葉系幹細胞

を活性化させ TNF-stimulated gene 6 protein （TSG-6） 等の
抗炎症効果を持つ因子を産生し，活性化されたマクロ

ファージを調節，炎症性サイトカインの下流の反応を抑

制するとともに再生のドライブを活性化すると推測され

ている 8）（図１）。このような炎症の調節と再生促進機序

の存在は，硬組織に取り囲まれ血行が悪い閉鎖空間に頻

繁に傷害刺激が加わる歯髄組織にとっても重要な機能と

考えられる。実際，私たちはマウス露髄モデルを作製

し，前駆細胞や歯髄幹細胞が露髄刺激により誘導される

ことを間葉系幹細胞のマーカーである CD146の免疫染
色にて確認をしている（図２）。

　事実，齲蝕に罹患した象牙芽細胞層では正常な象牙

芽細胞に比べて TNF-αが高発現しており 9），歯髄炎を

起こした歯髄組織内には正常歯髄組織と比べると20～

30倍の高濃度で産生されているという 10）。通常，この

ような閉鎖空間で高濃度の TNF-αに暴露された場合
には，細胞死が引き起こされても不思議はない。しか

し，TNF-αを培養ヒト歯髄幹細胞に対して投与すると，
dentin sialoprotein （DSP），dentinophosphophoryns （DPP），
dentin matrix protein （DMP-1） や osteocalcinの産生を誘導
し，石灰化を促進するという報告 11）がある。すなわち，

組織損傷や感染により生じた炎症環境，なかでも炎症時

に産生される TNF-αが歯髄幹細胞ならびに周囲の細胞
を刺激し再生機転を促すと考えられる。

　しかし，歯髄の炎症現場で再生機転を有効に働かせる

には，象牙芽細胞の分化誘導を引き起こすだけでは不十

分で，その場の血液循環を回復し，多様な細胞社会から

なる組織修復を達成するために，間葉系幹細胞の誘導・

図１　間葉系幹細胞における抗炎症作用の模式図
Prockop D J and Oh J Y: Mol Ther, (2012)より改変して転載

図２　露髄モデルにおける歯髄腔内の幹細胞マーカー
CD146の発現パターン
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活性化，増殖，多分化能の獲得が不可欠と考えられる。

　そこで，初期の炎症環境で放出される TNF-αが歯髄
細胞に及ぼす影響を明らかにするため，in vitroにおい
て，歯髄細胞に TNF-αを作用させ分子生物学的検討を
行った。その結果，多分化能を有する細胞の比率が上昇

するという大変興味深い結果を得たので，報告する。

TNF-αが歯髄細胞の生存に与える影響

　炎症性サイトカインのひとつである TNF-αは炎症，
免疫および細胞の生死に関与する因子として知られてお

り，敗血性ショック，全身性エリテマトーデスや慢性関

節リウマチといった自己免疫疾患，動脈硬化，糖尿病な

どの様々な疾病の病態に関与している。歯髄組織におい

ても齲蝕や外傷により炎症が惹起された歯髄組織では

TNF-αが上昇しており 10, 12），象牙質修復への関与が示唆

されているがその詳細なメカニズムは不明である。

　そこでまず，TNF-αが歯髄細胞の生存に与える影響
について検討した。培養ヒト歯髄細胞に対して，0～

160 ng/mlの TNF-αを添加して２日間培養したところ，
この範囲内では濃度が上昇しても生細胞数の減少は認め

られなかった（図３）。このことから，短期間の TNF-α
刺激は培養ヒト歯髄細胞の生死にはほとんど影響を及ぼ

さないことが明らかとなった。

　ところで，骨髄由来間葉系幹細胞に TNF-αを作用さ
せるとアポトーシスが誘導されることや 13），歯髄幹細

胞においても TNF-αの強力な誘導因子であるリポポリ
サッカロイドを作用させると歯髄幹細胞のアポトーシ

スが生じることが知られている 14）。本実験では，コント

ロール群と TNF-α（10 ng/ml）を添加して２日間培養し
た TNF-α添加群において，核をヘキスト33342で染色
したところアポトーシス細胞に見られるような核の凝集

や断片化は観察されなかった。さらに，同時期の細胞の

カスパーゼ活性は TNF-α添加によりわずかに活性が上
昇するもののコントロール群と比較すると大きな差は認

められなかった（未発表データ）。Blockら15）の報告に

よると間葉系幹細胞から産生されるスタニオカルシン－1

は細胞のアポトーシスを抑制するとされている。これら

から考えると，本実験に用いた10 ng/mlの濃度で TNF-α
短期間刺激という実験条件は，今回の条件で単離された

歯髄細胞においてアポトーシスを誘導しないものと推測

された。

TNF-α前処理による歯髄細胞の幹細胞化

１．TNF-αによる歯髄細胞の前処理実験
　Tani-Ishiiらは，ラットの実験的露髄モデルでは露髄
直後から４日目にかけて TNF-α陽性細胞が増加し，そ
の後徐々に減少していくことを報告している 16）。つま

り，歯髄炎において，歯髄細胞は TNF-αに継続的に長
期間曝露されるのではなく，比較的短期間曝露されると

考えられる。そこで，歯髄の炎症環境を in vitroにおい
て模するために「TNF-αによる歯髄細胞の前処理実験」
を行った。すなわち，ヒト歯髄細胞の一方をコントロー

ル群として通法通りに培養し，他方はサブコンフルエン

トとなったヒト歯髄細胞に TNF-αを10 ng/mlの濃度で
添加し２日間培養した後，TNF-αを完全に取り除くた
めに継代培養を行い「TNF-α前処理群」とした。TNF-α
で前処理することにより，歯髄細胞の性質がどのように

変化するかを検証した（図４）。

　細胞免疫染色において，TNF-αを10 ng/mlの濃度で添
加し２日間培養した培養ヒト歯髄細胞は未処理の歯髄細

胞と比較して間葉系幹細胞のマーカーである STRO-1，
SSEA4の陽性細胞数が増加したの。TNF-α前処理群に
おいても添加群と同様に陽性細胞数が増加した（図５）。

FACS解析においても，TNF-α添加群および TNF-α前
処理群において間葉系幹細胞マーカーの SSEA4および
CD146の陽性率が上昇した一方で，骨分化誘導した培養
ヒト歯髄細胞ではともに陽性率がコントロール群以下に

まで低下した（図６）。

図３　TNF-α刺激がヒト歯髄細胞の生細胞数に及ぼす
影響
TNF-α（0～160 ng/ml）添加における３日後の歯
髄細胞の細胞増殖活性を示す。各濃度 n = 4。

図４　TNF-α前処理実験
コントロール群：通法通り培養したヒト歯髄細胞。
TNF-α前処理群：60％コンフルエントとなった
ヒト歯髄細胞に TNF-α（10 ng/ml）を添加，２日
間培養の後，TNF-αを完全に取り除いて継代培
養を行ったもの。
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　Yangら17）の報告によるとラット骨髄由来間葉系幹細

胞から誘導した神経細胞あるいは上皮細胞は，培養条件

を変えると一度幹細胞様細胞に脱分化した後に神経細胞

は上皮細胞に，上皮細胞は神経細胞に分化できることが

示されている。また，神経細胞に分化誘導した骨髄由来

間葉系幹細胞を脱分化させると多分化能を再獲得するこ

とも示されている 18）。さらに，分化したケラチノサイト

は bFGFの刺激により前駆細胞に脱分化すること 19）や

成熟脂肪細胞を脱分化させることにより多分化能を獲得

すること 20）など一度分化した細胞がある刺激をうける

ことにより脱分化し幹細胞様の性質を獲得することが

近年報告されている。これらの既存の報告と，今回の

実験結果である SSEA4および CD146が細胞の分化が進
むとその陽性率が低下し，TNF-α刺激により陽性率が
上昇したことを併せて考えると，TNF-α添加群および

TNF-α前処理群における陽性率の上昇は TNF-α刺激に
より歯髄細胞がより未分化な状態に変化した，すなわち

幹細胞様の性質を新たに獲得したと推測される。

　そこで，次に TNF-α前処理により培養ヒト歯髄細胞
が幹細胞様の性質を獲得したかどうかを検討した。ま

ず，コントロール群と TNF-α前処理群において，oct4
および nanog 21-23）の遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR
にて比較した。TNF-α前処理により oct4，nanogともに
コントロール群よりも遺伝子発現が亢進した（図７）。

また，幹細胞の持つ特性であるコロニー形成能およびテ

ロメラーゼ活性も，それぞれ TNF-α前処理により上昇
した（図８Ａ，Ｂ）。

　本実験で用いた培養ヒト歯髄細胞は純粋な歯髄幹細胞

の集団ではなく，前象牙芽細胞や歯髄線維芽細胞を含む

分化度が異なる，あるいは分化の方向性が異なるヘテロ

図６　FACSによる幹細胞の表面抗原マーカーの解析

図７　リアルタイム RT-PCRを用いた幹細胞マーカーの
mRNA発現の解析
TNF-α前処理による oct4および nanogの発現量
の変化を RT-PCRにて検討した。TNF-αで前処理
することにより，oct4（n = 3，P < 0.001）および 
nanog（n = 3，P < 0.05）の遺伝子発現量が有意
に上昇した（t-test）。値は内部標準である s29 
mRNAの増幅産物量に対する目的 mRNAの増幅
産物量の相対比を示す。

図５　細胞免疫染色による幹細胞の表面抗原マーカーの
解析

図８　幹細胞の保持する性質に与える影響
Ａ．CFU-F assayによる評価。各群共に14日間培
養後の細胞をトルイジンブルーで染色し，50個
以上の細胞から形成されるコロニー数を計測し
た。TNF-α前処理群はコントロール群と比較し
て，コロニー形成能が有意に高いことが明らかと
なった（n = 4，＊＊＊P < 0.001）。
Ｂ．テロメラーゼ活性。TNF-α前処理群におい
て有意に上昇した（n = 9，＊＊P < 0.01）。



炎症環境による歯髄細胞の幹細胞化（上枝） 5

な細胞集団である。これら細胞集団に TNF-αを添加す
ることで，生細胞数には変化がなく，幹細胞様の性質を

持つ細胞の比率が増加したことを考えると，TNF-α刺
激により分化した細胞が脱分化することにより，自己複

製能を有する幹細胞様細胞が増加したと推測された。

２．TNF-α前処理歯髄細胞の多分化能
　そこで，TNF-αで前処理した歯髄細胞の多分化能を
各種細胞のマーカー遺伝子の発現および染色にて検討し

た。コントロール群と比較すると TNF-α前処理群では
より短期間で骨芽細胞，軟骨細胞，脂肪細胞に分化誘導

することが可能であった（図９）。つまり TNF-αで前処
理することにより培養ヒト歯髄細胞は分化誘導を受けや

すくなることが明らかとなった。このことからも，前処

理を施した培養ヒト歯髄細胞においては一度分化した細

胞，分化の方向性の決定した細胞が再び多分化能を獲得

したことを示唆しているものと考える。

お わ り に

　歯髄細胞中には分化した象牙芽細胞や象牙芽細胞に分

化しうる多能性歯髄幹細胞だけでなく歯髄線維芽細胞が

存在している。そして歯髄線維芽細胞の多くも潜在的に

硬組織形成能を有しており，象牙芽細胞が障害を受け

た際には象牙芽細胞に新たに分化することが知られて

いる。実際に Paula-Silvaら11）は，培養ヒト歯髄細胞を

TNF-αで刺激すると象牙芽細胞への分化が促進される
ことを示しているが，その詳細な分化誘導メカニズムは

不明のままである。しかし，今回の研究で明らかとなっ

た TNF-αの歯髄細胞に対する脱分化作用と併せ考える
と，TNF-αは炎症環境において創傷部位近辺の分化の
進んだ細胞（歯髄線維芽細胞等）を一度未分化な状態，

いわゆる多分化能を有する幹細胞様細胞に脱分化させ，

再生に必要な細胞成分を供給する役割を担っているとと

もに，新たに誘導された幹細胞様細胞の抗炎症作用によ

り局所の炎症を制御して組織再生に関与している可能性

が示唆された。もちろん，本研究で用いた歯髄細胞が単

一の細胞からなる細胞集団ではないため，TNF-α前処
理による幹細胞マーカーの上昇は歯髄細胞中に存在する

歯髄幹細胞そのものが増殖した結果によるものか，分化

の進んだ細胞が脱分化したことによって引き起こされて

いるのかは十分明らかではない。しかし予備実験の段階

ではあるが CD146陰性歯髄細胞を TNF-αで刺激すると
CD146陽性細胞が出現することから，少なくとも分化
の進んだ細胞の一部は TNF-α刺激により脱分化し幹細
胞化が引き起こされると思われる。今後は，どのような

細胞でこのような脱分化反応が生じるのか，またどのよ

うなシグナル経路が関与して TNF-αによる歯髄細胞の
幹細胞化が起きているのか等について検討を行い，歯髄

細胞の幹細胞化に関与する因子を同定したいと考えてい

る。

図９　リアルタイム RT-PCRを用いた TNF-α前処理による多分化能の検討
TNF-α前処理群の細胞において各種マーカー遺伝子である ap2，col2a1，alpの発現が有
意に上昇した。また，オイルレッド O，アルシアンブルー，アリザリンレッド S，アルカ
リホスファターゼの染色性は全て前処理群で亢進した。バーの長さは100 μmを示す。
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