
緒 言

エピジェネティクスは，細胞の脱分化や幹細胞の維持
など様々な細胞分化を制御しており，主にDNAメチル
トランスフェラーゼ阻害剤（DNA methyltransferase in-

hibitors, DNMTi）やヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

（histone deacetylase inhibitors, HDACi）の2つの作用に
より線維芽細胞が幹細胞化することが報告されている
（Huangfu et al., 2008 : Mikkelsen et al., 2008）．近年では
歯髄幹細胞の再生医療への応用に注目が集まっており
（Grando et al., 2007 ; Nuti et al., 2016 ; Luo et al., 2018），
抜去歯の歯髄由来幹細胞を応用する研究等が進められて
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Abstract

This study investigated the calcification−inducing ability

of porcine dental pulp cells using the DNA methyltrans-

ferase inhibitor 5−Aza−2’−deoxycytidine (5Aza).

A cytotoxicity test on the porcine dental pulp cells

showed that the optimal concentration of 5Aza was 1.0 μM.

For calcification−induction, porcine dental pulp cells were

cultured for 1 week under different culture conditions in :

① an 1.0 μM 5Aza−free group in α−MEM [Con(Mem)],

② an 1.0 μM 5Aza−added group in α−MEM medium [5

Aza(Mem)], ③ an 1.0 μM 5Aza−free group in calcification

induction medium containing Osteoblast − inducer reagent

[Con(Oi)], and ④ an 1.0 μM 5Aza−added group in a calci-

fication induction medium containing Osteoblast − inducer

reagent [5Aza(Oi)]. As a result of qRT−PCR, the expres-

sion levels of Alp , Oc, and Msx1 mRNA were significantly

increased in the 5Aza(Oi) compared to Con(Mem). With

Alizarin red staining, a significantly increased level of calci-

fication was observed in 5Aza(Oi) over that in Con(Mem).

As a result of flow cytometry, the ALP / OC positive cell

rate was significantly higher in 5 Aza ( Oi ) than in Con

(Mem). As a result of the MSP, the methylation rate of

Msx1 was significantly decreased in 5Aza(Oi) compared to

Con(Mem). Porcine dental pulp cells may induce calcifica-

tion more effectively with 5Aza under calcification−induc-

ing culture conditions.
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いる（Potdar and Jethmalani, 2015）．また，歯髄細胞に
遺伝子導入をすることで歯髄由来幹細胞を作製した報告
もあるが（Tamaoki et al., 2010），遺伝子導入には癌化リ
スクのある点が課題である．さらに，歯髄幹細胞の再生
医療応用への課題としては，歯髄における歯髄幹細胞の
割合の低いことが挙げられる．明確な歯髄幹細胞の割合
は明らかとなっていないが，一般に，Subpopulation細胞
のひとつで，幹細胞特性を有したSide Population（SP）
細胞は全細胞集団のうちおよそ1％未満しか存在しない
ことから，歯髄幹細胞の割合も低いことが想定される
（Iohara et al., 2006 ; Kato, 2012）．この課題への解決策と
して，歯髄幹細胞のみを再生医療へ応用するだけでな
く，癌化リスクの少ないエピジェネティクス修飾技術を
応用することで，歯髄幹細胞以外の歯髄細胞も目的の細
胞へより効率的に分化誘導させることが期待されてい
る．その一例として，歯周組織再生への応用に向け，歯
髄細胞にDNMTiやHDACiといった小分子化合物のエピ
ジェネティクス試薬を用いることで石灰化を促進させる
研究等が報告されている．しかしながら，その多くは
HDACiであるtrichostatin Aやvalproic acidなどの小分子化
合物を用いた報告であり，DNMTiによるものはZhangら
の報告しかなされていない（Zhang et al., 2015 ; Kearney

et al., 2018）．また，Zhangらの報告では，DNMTiの1．0
μM 5−Aza−2’−deoxycytidine（5Aza）でヒト歯髄細胞を
刺激した結果，48時間以上の作用時間では細胞毒性を示
したことから，5Azaを24時間の作用時間に留めてい
る．しかしながら我々の先行研究では，ブタマラッセ上
皮細胞に1．0μM 5Azaで1週間刺激したところ，細胞毒
性を示さなかった．ヒト歯髄細胞とブタ歯髄細胞では動
物種の違いによる作用薬の影響に違いがみられることか
ら（Tonomura et al., 2007），動物種の違いによる作用薬
の影響ついて検証が必要であると考えられた．
そこで本研究では，5Azaのブタ歯髄細胞への細胞毒

性を検討するとともに，未だ報告の少ないDNMTiを応
用したブタ歯髄細胞の石灰化誘導能について検討した．

材料および方法

1．ブタ歯髄細胞の分離培養
ブタ歯髄細胞は，ホクレン苫小牧支所畜産販売課で購

入した6ヶ月齢のブタ下顎骨（HOKUREN Federation of

Agricultural Cooperatives, Hokkaido, Japan）から臼歯を抜
去し，タービンバーで歯髄腔穿孔後に摘出した歯髄を60
mm cell culture dish（ Thermo Fisher Scientific, MA,

USA）に静置した．培地として，10％ウシ胎児血清
（Fetal bovine serum ; FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific,

MA, USA）と，抗菌薬として100mg/mlペニシリンGカ
リウム（Meiji seika, Tokyo, Japan）および30 mg / ml

Fungizone（Bristol−Myers Squibb, Tokyo, Japan）含有の
Minimum Essential Medium Eagle, Alpha Modification（α−

MEM）培地（Gibco）を使用した．2日後より，培地を
10％ FBSおよび2％ penicillin–streptomycin（ Sigma −

Aldrich, MO, USA）含有α−MEMに変更し，37℃，5％
CO2下でコンフルエンスになるまでおよそ2ヶ月間培養
した．

2．5Azaの細胞毒性試験
DNAメチルトランスフェラーゼ阻害剤（DNA methyl-

transferase inhibitors, DNMTi）である5−Aza−2’−deoxy-

cytidine（5Aza）のブタ歯髄細胞への細胞毒性を調べる
ために，60mm cell culture dish（Gibco）にブタ歯髄細
胞を0．8×106 cells/mL濃度で播種し，α−MEMに5Aza

（ Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan ） を
0．10，1．0，10．0μM濃度で添加した．Control（Con）を
5Aza添加無しとした．2日毎に培地交換および5Aza添
加を行いながら，7日間培養を行った．培養7日目に
0．25％Trypsin−EDTA（Gibco）でcell culture dishより剥
離し遠心後，Phosphate Buffered Saline（PBS）で調整し
た0．5％Trypan Blue溶液にて死細胞を染色後，位相差顕
微鏡（OLYMPUS, Tokyo, Japan）および血球計算盤を用
いて生細胞数を測定した．

3．5Azaによるブタ歯髄細胞の石灰化誘導
細胞毒性試験の結果より，ブタ歯髄細胞における5

Azaの至適濃度を1．0μMと決定した．次いで、5Azaによ
るブタ歯髄細胞の石灰化誘導を試みた．3－4継代目の
ブタ歯髄細胞を0．8×106 cells/mLで60 mm cell culture

dishに播種し，①α−MEM培地群［Con（Mem）］，②α−

MEM培地に1．0 μM 5 Azaを添加した群［ 5 Aza

（Mem）］，③石灰化誘導培地のOsteoblast−Inducer Reagent

（ Takara bio, Shiga, Japan）含有 RPMI1640Medium

（Gibco）群［Con（Oi）］，④Osteoblast−Inducer Reagent

含有RPMI1640Mediumに1．0 μM 5Azaを添加した群［5

Aza（Oi）］の各培養条件に分け，37℃，5％CO2下で
1週間培養した．培養7日目に，位相差顕微鏡
（OLYMPUS, Tokyo, Japan）を用いて細胞形態を観察，
撮影した．

4．石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的
評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態の確認は，定量的real−time
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reverse transcription polymerase chain reaction（quantitative

real−time RT−PCR, qRT−PCR）法による石灰化マーカー
のmRNA発現レベルを検討した．上記①～④の各培養条
件で1週間培養後に，RNA抽出液Trizol reagent（Invitro-

gen, CA, USA）にてtotal RNAを抽出した．1μgのtotal

RNAを，Oligo（dT）12－18Primer及びSuperscript reverse

transcriptase（Invitrogen）により逆転写を行った．得ら
れたcDNAを，石灰化マーカーであるcollagen type I al-

pha 2（Col1a2），alkaline phosphatase（Alp），osteocal-

cin（Oc）およびmsh homeobox 1（Msx1）のプライマー
（表1，Komori, 2010 ; Goto et al., 2016）とKAPA SYBR

Fast qPCR Kit（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）を用い
て，Light Cycler Nano（Roche Diagnostics, Tokyo, Ja-

pan）により，各mRNA発現量を定量的に検討した．な
お，内在性ControlにはブタGlyceraldehyde−3−phosphate

dehydrogenase（Gapdh，表1）を用い，55℃のアニー
リング温度で目的遺伝子の増幅を行った．解析には
ΔΔCt（Cq）法（Livak and Schmittgen, 2001 ; Bustin et al.,

2009）を用いた．

5．Alizarin red染色による石灰化評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態の蛋白発現レベルの確認

は，Alizarin red染色による石灰化評価を行った．
ブタ歯髄細胞を24well plate（IWAKI, Tokyo, Japan）

に0．05×106 cells/mL濃度で播種し，各培養条件①～④
のもと1週間培養後PBSで洗浄し，10％中性緩衝ホルマ
リン溶液で15分間固定した，固定後PBSで洗浄し，石灰
化評価セット（PGリサーチ，Tokyo，Japan）のAlizarin

red溶液を0．5mL/wellで添加し，室温で30分間染色し
た．染色後PBSで洗浄後，石灰化結節溶解液（5％ギ
酸）を0．5mL/wellで添加し，プレートを10分間攪拌し

て色素を溶出した．溶出液100μLを測定用96well assay

plate（IWAKI）に移し，450nmの吸光度を測定した．

6．Flow cytometry解析による石灰化評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態は，Flow cytometryによる

蛋白発現レベルでの陽性細胞率を検討した．上記培養条
件のうち①Con（Mem）と④5Aza（Oi）を1週間培養
後，0．25％Tripsin−EDTA（Gibco）で60mm cell culture

dishより剥離しFALCON Cell Strainer（100μm；Corning,

NY, USA）を通し遠心後，Alexa Fluor 488 mouse anti−

Human alkaline phosphatase（ALP, BD Biosciences, NJ,

USA）およびPE mouse anti−human osteocalcin（OC, BD

Biosciences）で染色し（暗室，4 ℃，30分），死細胞除
去のために7－Amino−Actinomycin D（7－AAD, BD Bi-

osciences）で染色した（暗室，4 ℃，10分）．染色後，
Flow cytometer（BD FACSAriaⅢu, BD Biosciences）で各
細胞群を10，000個ずつ記録しALP・OC共陽性細胞率を
測定した．

7．ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析
ブタ歯髄細胞への5AzaによるDNAメチル化の影響を

確認するために，上記①～④の各細胞培養群のうち
mRNA発現および蛋白発現レベルにおいて有意差のみら
れた①Con（Mem）と④5Aza（Oi）について，定量的メ
チル化特異的PCR（quantitative methylation−specific PCR,

qMSP）法によるメチル化レベルの解析を行った．①
Con（Mem）と④5Aza（Oi）を1週間培養後，Qiagen

DNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen, Hilden, Germany）
を用いてDNAを抽出した．NanoDrop 1000（Thermo

Fisher Scientific）によるDNA濃度測定後，500 ng／μl濃
度になるよう調整し， EpiTect Fast Bisulfite Kits

Gene Sequence Product size (bp) NCBI Reference Sequence

Gapdh Forward 5’−GTCGGTTGTGGATCTGACCT−3’ 207 NM_001206359.1

Reverse 5’−TTGACGAAGTGGTCGTTGAG−3’ 207

Alp Forward 5’−TGCAGGAAGACTCAACTCGG−3’ 111 XM_021097681.1

Reverse 5’−ACCTGCTTTCTCTCTGGAGC−3’ 111

Col1a2 Forward 5’−TGCTCAGCTTTGTGGATACG−3’ 178 NM_001243655.1

Reverse 5’−CCTGGGATACCATCATCACC−3’ 178

Oc Forward 5’−TCACACTGCTTGCCCTACTG−3’ 160 NM_001164004.1

Reverse 5’−AGCCCATGATCCAGGTAGC−3’ 160

Msx1 Forward 5’−GAGACGCAGGTGAAGATCTGG−3’ 99 NM_001162887.1

Reverse 5’−CATGGGTTTAGCGGCCATC−3’ 99

Msx1−M Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTC−3’ 116

Reverse 5’−AAACGCAACGATTTTCTACG−3’ 116

Msx1−U Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTT−3’ 120

Reverse 5’−ATCCAAACACAACAATTTTCTACAC−3’ 120

表1 qRT−PCR法およびqMSP法で用いたプライマー配列
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（Qiagen）によりBisulfite処理を行った．qMSP法を行う
ために，Col1a2，Alp，OcおよびMsx1のうち，UCSC

Genome Browser（http : //genome.ucsc.edu/index.html）に
てCpG islandsの存在が確認されたMsx1について，Meth-

Primer（http : //www.urogene.org/methprimer/, Li LC & Da-

hiya R, 2002）によるMSPプライマーを設計後（表1），
Bisulfite処理されたDNA，MSPプライマー，KAPA

SYBR Fast qPCR Kitを用いて，Light Cycler Nanoにて
qMSP法によるメチル化レベル解析を行った．qMSP法の
条件は，95℃で10分間の初期変性後，95℃で10秒間の
熱変性，55℃で10秒間のアニーリング，72℃で15秒間
の伸長反応を60サイクルとした．メチル化レベルの算出
には，以下の計算式を用いた（Lu et al., 2007）．

Methylated DNA (%)＝ M
M＋U×100(%)＝ 1

1＋U
M

×100(%)

＝ 1
1＋2(−∆Cq)×100(%)

M；メチル化DNAレベル（the level of methylated DNA,

M），U；非メチル化DNAレベル（the level of unmethyl-

ated DNA, U），ΔCq = CqU – CqM.

8．統計分析
得られた結果は，IBM SPSS Statistics 23（IBM, NY,

USA）を用いたKruskal−Wallis検定およびχ2検定にて比
較・検討した．χ2検定では調整済み残差の値が±1．96を
両側5％水準とし，p値0．05未満を有意差有りと判定し
た．

結 果

1．5Azaの細胞毒性試験
ブタ歯髄細胞への5Azaの細胞毒性試験の結果，Conに

比べ5Aza添加濃度が10μMで生細胞数の有意な減少を認
めた（図1，*p＜0．05；Kruskal−Wallis検定）．

2．各培養条件によるブタ歯髄細胞の位相差顕微鏡像
培養7日目に，位相差顕微鏡を用いて細胞形態を観

察，撮影した結果，Con（Mem）， α − MEM 5 Aza

（Mem），Con（Oi），5Aza（Oi）の各培養条件において
細胞の形態に明らかな違いは認められなかった（図2，
原倍率×100，Scale bar＝100μm）．

3．石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的
評価
歯髄細胞を1週間培養後，石灰化マーカーについて

qRT−PCR法を行った結果，Alp，OcおよびMsx1 mRNA

発現レベルはCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有
意な発現上昇を認めた（図3，＊p＜0．05；Kruskal−Wal-

lis検定）．Col1a2では有意差はなかったものの，5Aza

（Oi）においてmRNA発現レベルの上昇傾向を認めた
（図3）．

4．Alizarin red染色による石灰化評価
Alizarin red染色による石灰化程度を評価した結果，

wellの全体像では5Aza（Oi）において石灰化結節の出現
（赤褐色）を認めた．また，石灰化結節溶解液による色
素溶出後に450 nmの吸光度を測定した結果，Con

（Mem）に比べ5Aza （Oi）において石灰化程度の有意な
上昇を認めた（図4，*p＜0．05；Kruskal−Wallis検定）．

5．Flow cytometry解析による石灰化評価
Flow cytometryによるタンパクレベルでのALP・OC共

陽性細胞率を検討した結果，細胞10，000個のうち，
ALP・OC共陽性細胞数（率）はCon（Mem）で437個
（4．4％），5Aza（Oi）では2，547個（25．5％）となっ
た．この結果から，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）にお
いてALP・OC共陽性細胞率の有意な上昇を認めた（図
5および表2，*p＜0．05；χ2検定）．

6．ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析
qMSP法の結果，Msx1のメチル化率はCon（Mem）で

95．1％，5Aza（Oi）では66．6％となり，Con（Mem）に
比べ5Aza（Oi）においてメチル化率の有意な低下を認
めた（表3，*p＜0．05；χ2検定）．

考 察

本研究では，DNMTiである5Azaがブタ歯髄細胞を効

図1 5Azaの細胞毒性試験
ブタ歯髄細胞への5Azaの細胞毒性試験の結果，Conに比べ5
Aza添加濃度が10．0 μMで生細胞数の有意な減少を認めた
（＊p＜0．05；Kruskal−Wallis検定，n＝3）．

26 Koki YOSHIDA et al.／Calcification−induction of dental pulp cell by DNA demethylation

（26）

第３９巻１号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０２３～０３０　原著　吉田　　　　　４Ｃ  2020.07.22 11.00.51  Page 26 



図2 各培養条件によるブタ歯髄細胞の位相差顕微鏡像
培養7日目に，位相差顕微鏡を用いて細胞形態を観察，撮影した結果，Con（Mem），α−MEM 5Aza（Mem），
Con（Oi），5Aza（Oi）の各培養条件において細胞の形態に明らかな違いは認められなかった．原倍率×100，
Scale bar＝100μm.

図3 石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的評価
ブタ歯髄細胞を1週間培養後，石灰化マーカーについてqRT−PCR法を行った結果，Alp，OcおよびMsx1 mRNA
発現レベルはCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有意な発現上昇を認めた．Col1a2では有意差はなかったも
のの，5Aza（Oi）においてmRNA発現レベルの上昇傾向を認めた（＊p＜0．05；Kruskal−Wallis検定，n＝3）．
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率的に石灰化誘導できるかについて，間葉系幹細胞を骨
分化誘導培地で石灰化誘導する方法を応用し検討した
（Yamaguchi et al., 2014）．細胞毒性試験の結果，5Aza

は1．0μMでブタ歯髄細胞を1週間刺激しても有意な細
胞毒性を示さなかったことから至適な濃度・期間と判断
し，石灰化誘導を試みた．その結果，培地に5Azaを添
加することで効率的に石灰化誘導することが可能となっ

た．また，1．0μM濃度の5Azaによってヒトおよびブタ
の皮膚線維芽細胞をダイレクトリプログラミング法に
よってインスリン分泌細胞へ分化誘導させた報告のある
ことからも（Pennarossa et al. , 2013 ; Pennarossa et al. ,

2014），1．0μM濃度の5Azaはブタの細胞において各目的
に応じた使用に効果的であると考えられた．一方で，
Zhangらの報告においてはヒト歯髄細胞を石灰化誘導す
るのに1．0 μM濃度の5Azaが効果的であったものの

陽性（％） 陰性（％） 合計
Con（Mem） 度数 437（4．4） 9563（95．6） 10000

調整済み残差 －41．9 41．9
5Aza（Oi） 度数 2547（25．5）＊ 7453（74．5） 10000

調整済み残差 41．9 －41．9
合計 2984 17016 20000

メチル化（％）非メチル化（％） 合計
Con（Mem） 度数 95 5 100

調整済み残差 5 －5
5Aza（Oi） 度数 67＊ 33 100

調整済み残差 －5 5
合計 162 38 200

表2 Flow cytometry解析の統計分析

図5のFlow cytometry解析を統計分析した結果，Con（Mem）に比べ5Aza
（Oi）においてALP・OC共陽性細胞率の有意な上昇を認めた（＊p＜
0．05；χ2検定）．

表3 ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析

図4 Alizarin red染色による石灰化評価
Alizarin red染色による石灰化程度を評価した結果，wellの全
体像では5Aza（Oi）において石灰化結節の出現（赤褐色）を
認めた．また，石灰化結節溶解液による色素溶出後に450nm
の吸光度を測定した結果，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）に
おいて石灰化程度の有意な上昇を認めた（＊p＜0．05；
Kruskal−Wallis検定，n＝3）．

MSP法の結果，Msx1のメチル化率はCon（Mem）で95．1％，5Aza（Oi）
では66．6％となり，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）においてメチル化率
の有意な低下を認めた（＊p＜0．05；χ2検定，n＝3）．

図5 Flow cytometry解析
Flow cytometryによるタンパクレベルでの陽性細胞率を検討した結果，細胞10，000個のうち，ALP・OC共陽
性細胞数（率）はCon（Mem）で437個（4．4％），5Aza（Oi）では2，547個（25．5％）となった．Q1－Q4
はGating区分を示す．Q2をALP・OC共陽性細胞としてGatingを行った．統計分析結果は表2に示す．
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（Zhang et al., 2015），48時間以上の刺激時間では細胞毒
性を示したことが本研究結果との違いである．これはヒ
トとブタとの動物種の違いによる影響が考えられる．ヒ
ト歯髄細胞では1,25−dihydroxyvitaminD（3）（VitD3）の刺
激によって象牙芽細胞への石灰化誘導を促進したのに対
し，ブタ歯髄細胞ではVitD3の刺激によって象牙芽細胞
への石灰化誘導を抑制したことからも（Tonomura et al.,

2007），動物種の違いによる作用薬の影響ついて更なる
検証が必要であると考えられた．mRNA発現レベルにお
いて，歯髄の通常の培養条件であるCon（Mem）に比
べ，α − MEM培地に1．0 μM 5 Azaを添加した 5 Aza

（Mem）や，石灰化誘導培地のCon（Oi），石灰化誘導培
地に1．0μM 5Azaを添加した5Aza（Oi）の中で，5Aza

（Oi）において有意な発現上昇を認めた．さらに蛋白発
現レベルにおいても，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）で
のAlizarin red染色による石灰化程度の有意な上昇や，
Flow cytometry解析によるALP・OC共陽性細胞率の有意
な上昇を認めた．そこで5AzaによるDNAメチル化の影
響を確認するためにMSP法を行った結果，Msx1のメチ
ル化率はCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有意な
低下を認めた．このことから，5Azaは石灰化関連遺伝
子であるMsx−1の脱メチル化を促進し，Msx−1遺伝子発
現の上昇を効率的に誘導したことが確認された．5Aza

には，脱メチル化作用があり，5Aza単独では特定の遺
伝子発現を制御することは難しいものの，目的に沿った
特定の条件下で用いることで，目的の遺伝子に特化した
発現制御を行うことが可能となるため，遺伝子導入に比
べ癌化などの副作用のリスクを抑えることができる
（Lim et al., 2011）．本研究で用いた石灰化誘導培地の
Osteoblast−Inducer Reagentに含まれているアスコルビン
酸やβ－グリセロフォスフェート，ハイドロコルチゾン
は，ラット由来骨前駆細胞やマウス骨芽細胞様細胞，ヒ
ト臍帯間葉系幹細胞の骨分化誘導を促進することから
（Bellows et al., 1998 ; Ramis et al., 2012 ; Miyamoto et al.,

2015），石灰化誘導培地に5Azaを用いることで，Msx1を
はじめとした石灰化関連遺伝子の脱メチル化を促進し，
石灰化関連遺伝子の発現上昇に特化した誘導が可能に
なったものと考えられた．
歯科医療分野においては依然として5Azaをはじめと

するエピジェネティクス試薬に関する研究データの蓄積
が不足しており，今後の歯科再生医療分野での応用可能
性について更なる検討が必要であると考えられた．

結 語

ブタ歯髄細胞は，石灰化誘導培養条件下において，

DNMTiの5Azaを用いることでより効率的な石灰化誘導
が可能であることが示唆された．
本研究は，平成27年度北海道医療大学歯学会研究奨励

金および2017－2018年度北海道医療大学個体差健康科学
研究所研究助成金により遂行した．本研究において開示
すべき利益相反はない．
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