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付録. 略語集 

1-MT: 1-methyl-L-tryptophan 

DAPI: 4’ , 6-diamidino-2-phenylindole 

ALP: alkaline phosphatase 

a-MEM: alpha modification of Eagle’s medium 

BMMSCs: bone marrow-derived mesenchymal stem cells 

BMSCs: bone marrow stromal cells 

BrdU: bromodeoxyuridine 

CFU-F: colony-forming unit-fibroblasts 

CM: conditioned Medium 

ConA: concanavalin A 

COX: cyclooxygenase 

DPSCs: dental pulp stem cells 

DSPP: dentin sialo phosphoprotein 

FBS: fetal bovine serum 

GFAP: glial fibillary acidic protein 

H&E: hematoxylin and eosin 

HA/TCP: hydroxyapatite/tricalsium phosphate 

HSCs: hematopoietic stem cells 

IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase 

IFN-g: Interferon gamma 

IP-DPSCs: irreversible pulpitis derived-dental pulp stem cells 

L-NAME: N-nitro-L-arginine methyl ester 

LT-HSCs: long-term self-renewing HSCs 



 

MSCs: mesenchymal stem cells 

NOS: nitric oxide synthase 

NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

PBMNCs: peripheral blood mononuclear cells 

PBS: phosphate-buffer saline 

PFA: paraformaldehyde 

qRT-PCR: quantitative RT-PCR 

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

SHED: stem cell from human exfoliated deciduous teeth 

SSEA-4: stage specific antigen-4 

ST-HSCs: short-term self-renewing HSCs 

TERT: telomerase reverse transcriptase 

TGF: transforming growth factor 

TNF-a: tumor necrosis factor alpha 

TRAP: telomere repeat amplification protocol 
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§1. 要旨	

歯髄は再生しない組織である。そのため、不可逆性歯髄炎に罹患した場合、

歯髄組織は抜髄処置を受け、ガッタパーチャポイントなどの人工材料により置

換される。歯髄再生を基盤とする歯内治療の開発は、幹細胞特性（stemness）を

考慮すると、ヒト歯髄組織幹細胞の利用が非常に望ましい。歯髄再生治療におい

て自家永久歯の歯髄幹細胞 dental pulp stem cells（DPSCs）の応用は、その安全性

面から、優れた方法と考えられる。しかし、患者自身の健常歯を得る機会が限定

されているため、現状では健常歯 DPSCs（健常 DPSCs）を用いた自家移植治療

の有用性は限られている。不可逆性歯髄炎組織より単離される DPSCs irreversible 

pulpitis-derived dental pulp stem cells（IP-DPSCs）の歯髄再生への応用は、安全性

の担保に加えて、ドナー不足の解消、つまり細胞ソースの確保の観点から、自家

移植による治療への有用性が高いと考えられる。しかし、IP-DPSCsの細胞特性

が十分に明らかになっておらず、それを応用した再生治療は不確実である。そこ

で、本研究の研究 Iでは、まず IP-DPSCsの stemnessを解析した。IP-DPSCsは、

コロニー形成能および細胞増殖能、多分化能、in vivoにおける象牙質再生能、免

疫抑制能を示した。しかし、健常 DPSCsと比較して、それら全ての能力は劣っ

ていた。これらの結果から、IP-DPSCsを用いた自家移植治療は、歯髄再生を十

分に期待できない可能性が示唆された。そこで、障害を受けた IP-DPSCsの象牙

質再生能ならびに免疫抑制能の改善を試みた。Ex vivoにおける interferon gamma

（IFN-g）前処理により、IP-DPSCsの in vivoにおける象牙質再生能と in vitroに

おける免疫抑制能が改善した。一方、tumor necrosis factor alpha（TNF-a）前処理

では、それらの能力に対して改善効果を示さなかった。以上の結果から、IFN-g

は障害された IP-DPSCsの機能を回復させる上で有効な制御因子であることが示

された。従って、IFN-g前処理により機能が回復された IP-DPSCsの応用は、将来
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の歯内療法における、IP-DPSCs自家移植による歯髄再生治療を確立する上での

新規の基盤技術と考えられる。 

 

歯髄組織を用いた歯髄再生治療を実現するにあたり、ドナー細胞の量と質の

検討が必要である。従って、ドナー歯から高い stemness を維持し、かつ大量の

幹細胞を得ることが望ましい。研究 II では、歯髄組織幹細胞の単離過程におけ

る条件検討により、より良質で大量の歯髄幹細胞が得られるのではないかと仮

説を立てた。そこで、歯髄組織幹細胞の単離過程において使用するウシ胎児血清

fetal bovine serum（FBS）の濃度が、単離される歯髄組織幹細胞の stemnessなら

びに単離数へ与える影響を解析した。5%、10%、15%の FBS 濃度条件下にて、

脱落乳歯歯髄組織より幹細胞の単離ならびに stemness 解析を行った。単離方法

は、間葉系幹細胞 mesenchymal stem cells（MSCs）の単離で最も標準的な手法で

ある colony forming unit-fibroblasts（CFU-F）法を用いた。また、stemnessの解析

は、細胞増殖能ならびにフローサイトメトリーによる表面抗原の発現にて行っ

た。形成したコロニー数、コロニー毎の細胞数、細胞増殖能、免疫学的表現型か

ら、10%FBS濃度の培地で単離を行った群は、他の 2群よりも幹細胞としての高

い特性を示した。従って、CFU-F法による歯髄由来幹細胞の単離過程において、

FBS 濃度を 10%と変更することにより、従来法（FBS 濃度 15%）と比べて、よ

り幼若で stemnessの優れた歯髄組織幹細胞を単離する技術を確立した。  
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§2. 緒言 

歯髄組織は自己再生能を備えていない。しかし、様々な組織障害による歯髄

炎に反応して、修復象牙質を付加形成する［引用文献 1, 2］。歯髄炎は、臨床的

に可逆性歯髄炎と不可逆性歯髄炎に分類される［3］。不可逆性歯髄炎において障

害を受けた歯髄組織は、完全に除去される必要がある。そして、除去された組織

に代わり、セメントやガッタパーチャポイントのような人工材料による補填治

療を受けることとなる。このような歯内治療を受けた歯は、機械的強度や知覚、

免疫防御力を含む正常な生体活性を失い、最終的に歯の破折やう蝕により抜歯

に至る場合が知られている。従って、生体活性を持った歯髄の再生は、抜髄歯に

対する歯内療法として理想的な治療方法であると考えられる。 

DPSCsは、ヒト第三大臼歯の健常歯髄組織にて同定された［4］。また、自己

複製能や象牙芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への多分化能を備えているため、MSCs

に属する幹細胞であると考えられている。最近の研究において、DPSCs は、生

体内における象牙質／歯髄複合体の再生能および免疫調節能を含む様々な特性

を備えていることが報告されている［4-7］。従って、DPSCsを含む健常歯髄は、

歯髄再生への有望な細胞ソースであると考えられる［8］。 

免疫学的安全性を考慮した場合、自家 DPSCsの利用が望ましい。自家移植に

よる歯髄再生を目指す上で、細胞ソースを考えた場合、患者の口腔内の埋伏智歯

などの健常歯と、患歯そのものが候補となる。しかし、抜髄処置を受ける患者に、

埋伏智歯などの抜歯が適用可能な健常歯が存在しているとは限らず、健常

DPSCsを応用した歯髄再生には適用制限がある。 

抜髄された患者由来の歯髄組織もまた、象牙質形成能を有する DPSCsを含ん

でいることから、歯髄再生に利用可能な幹細胞ソースと考えられる［9, 10］。最

近の研究において、臨床的に不可逆性歯髄炎と診断された永久歯の歯髄組織か
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ら、IP-DPSCsの単離と特性解析が報告されている［9-12］。また、IP-DPSCsは象

牙質／歯髄複合体の再生と免疫抑制能が劣っていることが報告されている［11, 

12］。しかし、この障害された IP-DPSCs の機能を改善させる技術は開発に至っ

ていない。 

本研究の研究 I では、CFU-F 形成法［13］を用いて不可逆性歯髄炎に罹患し

たヒト歯髄組織から歯髄組織幹細胞を単離し、自己複製能および象牙芽細胞、脂

肪細胞、内皮細胞、神経細胞への多分化能、in vivoでの象牙質再生能、異質性、

免疫調節能を含むMSCsとしての様々な特性を解析した。さらに、TNF-aおよび

IFN-gを用いた ex vivo処理による IP-DPSCsの機能改善法の開発を試みた。 

 

ロシアの幹細胞学者 A. J. Friedensteinらの研究グループは、骨髄中に、プラス

チック製カルチャーディッシュ上に容易に付着する細胞を発見した［13］。その

形態は、線維芽細胞に類似した紡錘形を呈し、さらに、付着した単一細胞がコロ

ニーを形成することを見出した。この CFU-F 形成能を有する細胞を骨髄間質細

胞 bone marrow stromal cells（BMSCs）とした。BMSCsは in vitro実験にて、骨基

質を形成する細胞へ分化すること、in vivo移植実験にて、骨基質を形成するのみ

ならず、骨髄様組織も誘導することが示された［13］。その後の研究により、

BMSCsから軟骨細胞や脂肪細胞などの間葉系細胞への分化が証明された。これ

らの結果に基づき、BMSCsは組織幹細胞とみなされるようになり［14］、由来胚

葉を意識した MSCsという名称を用いるようになった［15］。その後、MSCsが

免疫調節能を備えていることが示された［8］。また、神経細胞やグリア細胞など

の外胚葉系細胞や、血管内皮細胞、肝細胞、膵島β細胞などの内胚葉性細胞へ分

化することも明らかになった［8］。さらに、様々な全身疾患への細胞移植治療に

よる治療効果が報告され、MSCsは細胞移植治療における有望な細胞ソースであ
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ると考えられている［8］。 

MSCs の治療上の有効性が明らかになると、多くの研究室によって骨髄や骨

髄以外の様々な組織から MSCs と共通の特徴を有した細胞が単離された。しか

し、由来組織に多様性があり単離方法も統一されたものでなかったため、報告さ

れる MSCs の特性が一致せず、特に細胞治療の効果について不一致が生じた。

この問題を解決するために、Dominici らは、プラスチック製ディッシュ付着性

であることと、多分化能を有していることの他に、特定の細胞表面抗原（CD105, 

CD73, CD90が陽性かつ CD34, CD45, CD14, HLA-DRが陰性）を発現しているこ

とをMSCsが最低限満たすべき条件とした［16］。その後の研究による改善が許

容されているが、単離した細胞を MSCs として臨床応用する上で、満たすべき

性質であると考えられる。 

幹細胞が幹細胞としての特性を維持する能力を stemness といい、stemness の

低下した細胞は、分裂能や多分化能が低下することが報告されている［17］。歯

髄組織幹細胞による歯髄再生治療の実現にあたり、より良い治療効果を上げる

ためには、stemnessの高い細胞を得ることが望ましいと考えられる。免疫学的安

全性から自家移植による治療の実現に向けて研究開発が進む一方で、治療コス

トの観点から細胞バンキングを基礎とした他家移植実現のための研究事業も盛

んに行われている。 

研究 IIでは、高い stemnessを維持したままで大量の歯髄組織幹細胞を得るべ

く、 CFU-F形成法による歯髄組織幹細胞単離過程における FBS濃度について、

条件検討を行うとともに、各 FBS濃度における stemnessを、コロニー形成能、

表面抗原発現状態、細胞増殖に着目して解析を行った。 
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§3. 研究Ⅰ	

 

「不可逆性歯髄炎組織由来歯髄幹細胞の歯髄再生療法への

応用を目指した橋渡し研究」 
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§3-1. 目的 

ヒト永久歯歯髄組織より単離されるDPSCsはMSCsとしての特性を有してお

り、象牙質／歯髄複合体再生能を示すことから、歯髄再生療法への応用が進めら

れている。自家移植におけるドナー供給の観点から、不可逆性歯髄炎患者に由来

する抜髄歯髄組織が、歯髄再生療法のための細胞ソースの候補として考えられ

る。しかし、最近の研究で、IP-DPSCsの歯髄組織再生能／免疫抑制能が低下し

ていることが報告されている。しかし、IP-DPSCsの特性は十分に解明されてい

ない。 

研究 Iの目的は、IP-DPSCsを単離し、その stemnessを含めた性質を十分に解

明することにある。まず、臨床的に不可逆性歯髄炎と診断されて抜髄された組織

から IP-DPSCsを単離し、健常 DPSCsと比較して自己複製能や表面抗原の発現、

象牙芽細胞や、脂肪細胞、軟骨細胞への多分化能を含む stemness を詳細に解析

することとした。次に、in vivo における象牙質／歯髄複合体再生能ならびに in 

vitro における免疫調節能を解析し、歯髄再生療法への適格性を評価するととも

に、IP-DPSCsの能力改善を試み、歯髄再生療法への適格化を探求することとし

た。 

 

§3-2. 材料と方法 

3-2-1. ヒト歯髄サンプル 

全てのヒト由来試料は、九州大学病院にて全身的には健常な 19歳から 25歳

の歯科受診の患者から生物学的／臨床的試料に破棄される抜去歯髄組織を用い

た。つまり、不可逆性歯髄炎と診断された永久歯より抜去された歯髄組織（n=4）

を無菌条件下で抜髄処置により得た。健常歯髄組織（n=3）は、抜去した埋伏第

三大臼歯より得た。ヒト末梢血単核球 peripheral blood mononuclear cells（PBMNCs）
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は、26歳から 38歳の健常なボランティアより得た。ヒト由来試料の取り扱いは

ヘルシンキ宣言に従って実施され、九州大学ヒトゲノム・遺伝子研究倫理審査委

員会より承認を受けている（承認番号：393-01）。全ての試験項目について、書

面でのインフォームドコンセントを取得し、実験は承認されたプロトコールに

従って実施された。 

 

3-2-2. マウス 

BALB/cAJcl-nu/nuマウス（雌、7-10週齢）は CLEA Japan（日本、東京）から

購入した。これら動物は、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. 不可逆性歯髄炎由来歯髄の組織学的解析 

臨床的に、不可逆性歯髄炎と診断された患者より抜去されたヒト永久歯歯髄

組織を、phosphate bufferd saline（PBS, pH 7.4）緩衝 4% paraformaldehyde（PFA）

にて固定し、O. C. T. compound（Sakura Finetek Japan、東京、日本）に包埋した。

厚さ 6 µmの凍結切片を作製した［18］。一部の切片は、hematoxylin and eosin（H&E）

で染色した。その他の切片は、SuperPicture kit（Invitrogen、Waltham、MA、USA）

を用いて、マウス由来抗 STRO-1 IgM抗体（R&D Systems、Minneapolis、MN、

USA）にて染色した。ネガティブコントロールとして、非免疫性のマウス由来

IgM抗体（R&D Systems）を用いた。切片は、正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl 

Zeiss Microscopy、Jena、Germany）にて観察した。 

 

3-2-4. DPSCsの単離と培養 

歯髄組織を 0.3% collagenase type I（Worthington Biochemicals、Lakewood、NJ、
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USA）、および 0.4% dispase II（三光純薬、東京、日本）を混合した滅菌 PBSに

浸し、37℃、60 分間処理した。70-µm のフィルターに通し、シングルセルの懸

濁液とした。単核細胞を T-75フラスコ当たり 0.1 x 106個で播種した。3時間後、

滅菌 PBS にて非付着細胞を洗い流した。付着した細胞を、alpha modification of 

Eagle’s medium（a-MEM）（Invitrogen）を基礎培地とし、15%FBS（Equitech-Bio、

Kenville、TX、USA）、100 µM L-ascorbic acid 2-phosphate（和光純薬、大阪、日

本）、2 mM L-glutamine（ナカライテスク、京都、日本）、100 U/ml penicillin/100 

µg/ml streptomycin（ナカライテスク）を組成とする増殖培養液で培養した。培養

期間中、培養液は 1 週間に 2 度交換した。付着したコロニーが十分に成長した

後、細胞を継代し、上記培養液にて増殖させた。原則的に、3 継代目 passage 3

（P3）の細胞を実験に供した［5, 19］。  

 

3-2-5. CFU-F解析 

単離された単核細胞を、増殖培養液に 100-mmディッシュに 1 x 105個播種し

た。3時間後、培養ディッシュを滅菌 PBSで洗い、付着した細胞を培養した。16

日間培養後、PBSで 3回洗浄し、PBS緩衝 0.1% toluidine blueおよび 4%PFAと

の混合液（pH 7.4）にて、一晩室温でインキュベートした。倒立顕微鏡 Primovert

（Carl Zeiss Microscopy）にて検鏡し、50個以上の紡錘状の細胞を含む細胞集団

を単一コロニー（CFU-F）として計測した［18-20］。 
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3-2-6. 免疫表現型解析 

IP-DPSCsならびに健常 DPSCs（1 x 106/100 µl、5%熱非働化 FBS [Equitech-Bio]

含有 PBS にて調整）を蛍光色素標識細胞表面抗原特異的抗体（1 µg/100 µl）と

45分間、4℃にて染色した。ネガティブコントロールとして、それぞれのアイソ

タイプ抗体（1 µg/100 µl）を使用した。本解析で用いる全ての 1次抗体は表 3-1

に列挙した。サンプルは 5%熱非働化 FBS（Equitech-Bio）含有 PBS で洗浄した

後、FACSVerse flow cytometer（BD Biosciences、San Jose、CA、USA）にて計測

し、10 x 103個の細胞を BD FACSuit software（BD Biosciences）を用いて解析し

た。陽性細胞率は、偽陽性率を 1%以下とした各コントロール細胞との比較で定

義した［18-20］。 

 

表 3-1：フローサイロメトリー用抗体リスト	［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用］ 

Names of antibodies  Types of antibodies Names of Suppliers  

anti-CD14 antibody   R-PE -conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD34 antibody   R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD45 antibody   R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD73 antibody   R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD90 antibody   R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD105 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD146 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-STRO-1 antibody  R-PE-conjugated  abcam (Cambridge, MA)  

R-PE: R-phycoerythrin  
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3-2-7. ポピュレーションダブリング解析 

細胞を T-75フラスコに増殖培養液で播種した。細胞がサブコンフルエントの

状態に達した際に継代し、同様に培養した。これらの手順を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]）。その総計を PD scoresとした

［18-20］。 

 

3-2-8. Bromodeoxyuridine（BrdU）取り込み試験 

P3の IP-DPSCsと健常 DPSCsを 8-well chamber slide（Nunc、Waltham、MA、

USA）上に 1ウェルにつき 1 x 103個にて播種し、増殖培養液で培養した。細胞

をBrdU試薬（1:100）（Invitrogen）にて 24時間処理し、BrdU染色キット（Invitrogen）

を用いて染色した。その後、hematoxylinで対比染色を施した。各ウェルの 7箇

所を無作為に選択し、正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl Zeiss Microscopy）を用

いて撮影を行った。各画像で BrdU 陽性細胞核と BrdU 陰性細胞核を Image-J 

software（National Institutes of Health [NIH]、Bethesda、MD、USA）により計測し、

細胞増殖能を全有核細胞に対する BrdU陽性核数の割合で表した［18-20］。 

 

3-2-9. テロメラーゼ活性試験 

IP-DPSCs と健常 DPSCs のテロメラーゼ活性は、telomere repeat amplification 

protocol（TRAP）法にて解析した。Quantitative telomerase detection kit（Allied Biotech、

Ijamsville、MD、USA）を用いて、Light Cycler 96 real-time PCR system（Roche、

Basel、Swizerland）にて増幅、シグナル検出を行った。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
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テロメラーゼ活性を比較した［18-20］。 

3-2-10. In vitro多分化能試験 

IP-DPSCsの象牙芽細胞／骨芽細胞、脂肪細胞、内皮細胞、神経細胞への多分

化能を健常 DPSCsと比較し、解析した［18, 19］。 

In vitro象牙芽細胞／骨芽細胞分化誘導解析： 

IP-DPSCs ならびに健常 DPSCs を 60-mm ディッシュに 5 x 103の割合で播種

し、増殖培養液にてフルコンフルエント状態になるまで培養した。その後、象牙

芽細胞／骨芽細胞分化誘導培地に変更した。象牙芽細胞／骨芽細胞分化誘導培

地は、a-MEM（Invitrogen）を基礎培地とし、15% FBS（Equitech-Bio）、100 µM 

L-ascorbic acid 2-phosphate（和光純薬）、2 mM L-glutamine（ナカライテスク）、1.8 

mM potassium dihydrogen phosphate（Sigima-Aldrich、St. Louis、MO、USA）、10 nM 

dexamethasone（Siguma-Aldrich）、100 U/ml penicillin/100 µg/ml streptomycine（ナ

カライテスク）を組成とする培地を用いた。象牙芽細胞／骨芽細胞分化誘導培地

は 1 週間に 2 回交換した。誘導開始から 1 週間で細胞を回収し、象牙芽細胞／

骨芽細胞の分化に特異的な遺伝子の発現を半定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反

応 reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）ならびに定量的 RT-PCR 

quantitative RT-PCR（qRT-PCR）にて解析した。結果は、それぞれのコントロール

群の mRNA発現量を 1として標準化した。また、誘導開始から 1週間の細胞を

alkaline phosphatase（ALP）活性試験に用いた。ALP活性試験は、LabAssay ALP

キット（和光純薬）を使用して、Multiskan GOスペクトロフォトメーター（Thermo 

Scientific、Waltham、MA、 USA）にて、405 nmの吸光度を測定した。カルシウ

ム沈着量の解析のために、分化誘導開始から 4週間後の培養系を 1% alizarin Red-

S（Sigma-Aldrich）で染色した。石灰化領域を Image-J software（NIH）にて計測

し、総面積に対する alizarin Red陽性面積の割合として表した。 
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In vitro脂肪細胞分化誘導解析： 

IP-DPSCs ならびに健常 DPSCs を 60-mm ディッシュに 5 x 103の割合で播種

し、増殖培養液でフルコンフルエント状態になるまで培養した。その後、脂肪細

胞誘導培地で誘導した。脂肪細胞分化誘導培地は、増殖培養液に 500 µM isobutyl-

methylxanthine（Sigma-Aldrich）、60 µM indomethacin（Sigma-Aldrich）、0.5 µM 

hydrocortisone（Sigma-Aldrich）、10 µM insulin（Sigma-Aldrich）を添加した培地を

用いた。誘導開始から 6 週間後、脂肪滴を検出するために培養細胞を 0.3% Oil 

red O（Sigma-Aldrich）で染色し、倒立顕微鏡 Primovert（Carl Zeiss Microscopy）

にて観察した。各サンプルから isopropanolにより Oil red Oを抽出し、Multiskan 

GOスペクトロフォトメーター（Thermo Scientific）を用いて 520 nmの吸光度を

測定した。脂肪細胞特異的遺伝子を半定量的RT-PCRと qRT-PCRにて解析した。 

In vitro内皮細胞分化誘導解析： 

IP-DPSCsならびに健常 DPSCsを fibronectin-coated 8-well chamber slides（Nunc）

に 1ウェルにつき 1 x 103個の割合で播種し、endothelial growth medium 2 kit（Lonza、

Basel、Switzerland）で 7日間培養した。メディウムは 2日間毎に交換した。その

後、抗 CD31抗体（Affymetrix、San Diego、CA、USA）と Alexa flour 647標識 2

次抗体（Dako、Glostrup、Denmark）を用いて、免疫蛍光染色を行った。核は 4’, 

6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）（同仁堂化学研究所、熊本、日本）にて染色し

た。各ウェル 7箇所を無作為に選択し、正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl Zeiss 

Microscopy）で撮影を行った。各画像でCD31陽性細胞とCD31陰性細胞を Image-

J software（NIH）により計測し、内皮細胞分化率を全細胞に対する CD31陽性細

胞の割合で表した。 

In vitro神経細胞分化誘導解析： 

IP-DPSCs ならびに健常 DPSCs を Poly-D-lysine/laminin-coated 8-well chamber 
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slides（Nunc）1ウェルにつき 1 x 104個の割合で播種し、Neurobasal A（Invitrogen）

に 1 x N2 supplement（Invitrogen）、 10 ng/ml fibroblast growth factor 2（PeproTech、

Rocky Hill、NJ、USA）、10 ng/ml epidermal growth factor（PeproTech）、100 U/ml 

penicillin/100 µg/ml streptomycine（ナカライテスク）を添加した分化誘導培地で

21日間培養した。培養期間中、3-4日間毎に新しいメディウムを半量交換した。

その後、抗 glial fibillary acidic protein（GFAP）抗体（Sigma-Aldrich）および抗

neurofilament M抗体（Sigma-Aldrich）、抗 tubulin bIII抗体（Sigma-Aldrich）と Alexa 

flour 647標識 2次抗体（Dako）を用いて、免疫蛍光染色を行った。核は DAPI（同

仁堂化学研究所）にて染色した。各ウェル 7箇所ずつ無作為に選択し、正立顕微

鏡 Axio Imager M2（Carl Zeiss Microscopy）で撮影を行った。GFAP、neurofilament 

M、tubulin bIII陽性細胞を Image-J software（NIH）により計測した。神経細胞分

化率は総細胞数に対する GFAP、neurofilament M、tubulin bIII陽性細胞数の割合

で表した。 

多分化に対するコントロール： 

増殖培養液にて培養した DPSCsもしくは IP-DPSCsを各分化能に対するネガ

ティブコントロール細胞として用い、解析に供した。 

 

3-2-11. In vivo象牙質形成能解析と自己複製能解析 

In vivo象牙質形成能を解析するため、増殖培養液にて培養した IP-DPSCsなら

びに健常 DPSCs（4 x 106個）を、hydroxyapatite/tricalsium phosphate（HA/TCP）

セラミック粉末（40 mg、Zimmer Inc.、Warsaw、IN、USA）と 90分、37℃にて

混合した（図 3-2-1）。その混合物を 8-10週齢の Balb/cAJcl-nu/nuマウスの背部皮

下に移植した。移植後 8週にて移植体を取り出し、組織学的解析を行った［15-

18］。 
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IP-DPSCs の自己複性能を解析するために、連続移植法を行った（図 3-2-1）。

つまり、上記手法にて IP-DPSCs（4 x 106個）を HA/TCP担体（40 mg）（Zimmer 

Inc.）と共に Balb/cAJcl-nu/nuマウスの背部皮下に 1次移植した。移植から 8週

間後、１次移植体を取り出し、0.4% dispase II（三光純薬）にて 37℃で 60分間処

理した。得られた細胞を再播種し、CFU-F の形成培養を行った。CFU-F 形成細

胞（4 x 106個）を HA/TCP担体（40 mg）（Zimmer Inc.）の混合体を Balb/cAJcl-

nu/nuマウスの背部皮下に 2次移植した。移植 8週間後、2次移植体を組織学的

に解析した［18, 19］。 

 

 
図 3-2-1. In vivo象牙質形成能解析および自己複製能解析のスキーム 

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］  
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3-2-12. ヒト象牙質上での in vivo象牙質再生能 

治療上抜去されたヒト臼歯の根管の内部表面を Hファイルで薄く削り取り、

滅菌水にて洗浄後、1% Acetic acidで 10分間室温処理し、PBSで洗浄した（図 3-

2-2）。根管孔を吸収性ゼラチンスポンジであるスポンゼル（アステラス製薬、東

京、日本）にて塞いだ。増殖培養液にて懸濁した IP-DPSCsならびに健常 DPSCs

を（2 x 106個/ 100 µl）を根管内に添加し、37℃で 24時間インキュベートし、培

養液を除去した。その後、歯根を Balb/c nu/nuマウス背部皮下に移植した。移植

から 8週間後、移植体を取り出し、組織学的解析を行った［6］。 

 

 

図 3-2-2. ヒト象牙質上における in vivo象牙質再生能解析のスキーム 

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用］ 
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3-2-13. 移植体の組織学的解析 

取り出した移植体を 4% PFA含有 PBS（pH 7.4）にて 4℃で一晩固定し、10% 

EDTA 溶液（pH 8.0）で脱灰した。サンプルを脱水処理し、パラフィン包埋後、

厚さ 6 µm の切片を作成した。パラフィン切片に H&E 染色もしくは alcian blue

染色を施した。H&E染色画像を Photoshop software（Adobe Systems、San Jose、

CA、USA）にて色調反転処理した。免疫組織化学染色のために、パラフィン切

片を抗ヒトミトコンドリア抗体（Millipore、Billerica、MA、USA）でインキュベ

ートし、SuperPicture kit（Invitrogen）で処理した。その後、切片を hematoxylinに

て対比染色した。 

免疫蛍光染色のために、パラフィン切片を抗ヒト CD146抗体（eBioscience、

San Diego、CA、USA）もしくは抗 dentin sialo phosphoprotein（DSPP）抗体（Santa 

Cruz Biotechnology、Santa Cruz、CA、USA）にてインキュベートし、その後 Alexa 

fluor 647標識 2次抗体（DAKO）でインキュベートした。切片は最後に DAPI（同

仁化学研究所）で染色した。全ての切片は、正立顕微鏡 Axio Imager M2（Carl Zeiss 

Microscopy）を用いて観察した［18-20］。 

In vivo象牙質再生能を解析するために、H&E染色切片から無作為に 7か所選

択した。各範囲内で新規に形成された石灰化組織領域を Image-J software（NIH）

にて計測し、全領域に対する石灰化組織領域の割合で表した［21, 22］。 

 

3-2-14. シングルコロニー由来細胞解析 

歯髄組織より単離した IP-DPSCsもしくは健常 DPSCsを 1ウェルにつき 1、2

もしくは 4個の割合で 24-wellプレートに播種し、増殖培養液にて培養した。細

胞が 2 個以上付着したウェルはその後の解析から除外した。単一細胞のみ付着

したウェルのみ 14-16日間培養した。培地は 1週間に 2度交換した。単一コロニ
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ー形成細胞を、その後のポピュレーションダブリング試験、BrdU取り込み試験、

in vitro象牙質形成試験に供した［18, 19, 23］。 

 

3-2-15. 遺伝子発現解析 

TRIzol（Invitrogen）を用いて、培養細胞から RNAを抽出し、DNase I（Promega、

Madison、WI、USA）で酵素処理し、RNeasy Mini kit（Qiagen、Venlom、Netherlands）

を用いて total RNA を精製した。1 µg の total RNA を、Revertra Ace qPCR kit

（TOYOBO、大阪、日本）を用いて逆転写した。 

半定量的 RT-PCR解析のために、Quick Taq HS DeyMix（TOYOBO）と特異的

プライマーペア（表 3-2）を用いて、T-100 thermal cycler（Bio-Rad、Hercules、CA、 

USA）にて cDNAの増幅を行った。各 PCR増幅産物から 5 µlを用いて 2%アガ

ロースゲルにて電気泳動を行い、ethidium bromideにより染色を行った。ゲルは

ゲル撮影装置 Gel Doc（Bio-Rad）を使用して、画像を取得した。 

qRT-PCR解析のために、TaqMan Gene Expression Master Mix（Applied Biosystems、

Foster City、CA、USA）と標的の TaqMan Probe（Applied Biosystems）（表 3-3）

を用いて、Light Cycler 96 real-time PCR system（Roche）にて cDNAの増幅を行

った。18S ribosomal RNAを標準化に用いた［24, 25］。  



 19 

表 3-2：RT-PCR用プライマーペアリスト  

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］	
alkaline phosphatase (ALP) (X14390) 

       sense: 5’-ACGTGGCTAAGAATGTCATC-3’ (nucleotide 322-341) 

    antisense: 5’-CTGGTAGGCGATGTCCTTA-3’ (nucleotide 779-797) 

CD271 (NM_002507) 

       sense: 5’-CACCTCCAGAACAAGACCTC-3’ (775-794) 

    antisense: 5’-GAGCCGTTGAGAAGCTTCTC-3’ (1167-1186) 

dentin sialophosphoprotein (DSPP) (NM_014208) 

       sense: 5′-GGCAGTGACTCAAAAGGAGC-3′ (1630-1649) 

    antisense: 5′-TGCTGTCACTGTCACTGCTG-3′ (1815-1834) 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (M33197) 
       sense: 5′-AGCCGCATCTTCTTTTGCGTC-3′ (12-32) 

    antisense: 5′-TCATATTTGGCAGGTTTTTCT-3′ (807-827) 

lipoprotein lipase (LPL) (X14390) 

       sense: 5′-ATGGAGAGCAAAGCCCTGCTC-3′ (118-138) 

    antisense: 5′-GTTAGGTCCAGCTGGATCGAG-3′ (661-681) 

NANOG (NM_024865) 

       sense: 5’-TCCTCCATGGATCTGCTTATTCA-3’ (382-404) 

    antisense: 5’-CAGGTCTTCACCTGTTTGTAGCTGAG-3’ (616-641) 

NESTIN (NM_006617) 

       sense: 5’-CAGCGTTGGAACAGAGGTTGG-3’ (852-872) 

 antisense: 5’-TGGCACAGGTGTCTCAAGGGTAG-3’ (1218-1240) 

NOTCH1 (NM_017617) 

       sense: 5’-CACCCAGAACTGCGTGCA-3’ (3840-3857) 

 antisense: 5’-GGCAGTCAAAGCCGTCGA-3’ (4547-4564) 

octamer4 (OCT4) (NM_203289) 

       sense: 5’-GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG-3’ (1495-1518) 

    antisense: 5’-CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC-3’ (1613-1638) 

osteocalcin (OCN) (X53698) 

       sense: 5′-CATGAGAGCCCTCACA-3′ (18-33) 

    antisense: 5′-AGAGCGACACCCTAGAC-3′ (316-332) 

peroxisome proliferator activated receptor-γ2 (PPARg2) (AB451337) 

       sense: 5′-CTCCTATTGACCCAGAAAGC-3′ (23-42) 

    antisense: 5′-GTAGAGCTGAGTCTTCTCAG-3′ (350-369) 

runt-related gene 2 (RUNX2) (L40992)  

       sense: 5′-CAGTTCCCAAGCATTTCATCC-3 (880–900) 

                    antisense: 5′-TCAATATGGTCGCCAAACAG-3′ (1304–1323)  
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表 3-3：qRT-PCR用 TaqMan Probeリスト 

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 

                

Gene names     Gene assay ID numbers  

alkaline phosphatase (ALP)    Hs00171172_m1 

dentin sialophosphoprotein (DSPP)   Hs00171962_m1 

indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)   Hs00984148_m1 

lipoprotein lipase (LPL)    	  Hs00173425_m1 

osteocalcin (OCN)     Hs01587814_g1 

peroxisome proliferator activated receptor-γ2 (PPARG2) Hs00234592_m1 

ribosomal RNA, 18S (18S)    Hs03928985_g1 

runt-related gene 2 (RUNX2)    Hs01047973_m1   
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3-2-16. PBMNCの細胞増殖試験 

全末梢血から、Ficoll-Paque（GE Healthcare Life Sciences、Pittsburgh、PA、USA）

を用いて PBMNCsを分離した。P3の IP-DPSCsと健常 DPSCsに、MBR-1520R-

3（Hitachi、東京、日本）を使用して、照射量 30 Gyのg線照射を行った。g線照

射した IP-DPSCsと健常 DPSCsを 96-wellプレートの 1ウェル当たり 0、1 x 103、

10 x 103、100 x 103 個播種し、一晩インキュベートした。培養には RPMI-1640 

medium（Sigma-Aldrich）を基礎培地とし、10%熱非働化 FBS（Equitech-Bio）、

2 mM L-glutamine（ナカライテスク）、1 mM sodium pyruvate（ナカライテスク）、

100 U/ml penicillin/100 µg/ml streptomycine（ナカライテスク）を組成としたコン

プリート培地を使用した。その後、各ウェルに 100 x 103個のヒト PBMNCsを播

種した。この時、培地に concanavalin A（ConA）（10 µg/ml; Sigma-Aldrich）を添

加もしくは無添加の条件にて、混合培養した（図 3-2-3 a）。また、トランスウェ

ルシステム HTS Transwell-96 permeable support（Corning、Acton、MA、USA）を

用いて、PBMNCsとg線照射済みの IP-DPSCsもしくは健常 DPSCsを共培養した。

IP-DPSCs と健常 DPSCs をウェル下部に、PBMNCs をトランスウェルに播種し

た（図 3-2-3 b）。72時間後、浮遊細胞の細胞生存を Cell Counting Kit-8（同仁科

学研究所）にて解析した。吸光度は 450 nmでMultiskan GOスペクトロフォトメ

ーター（Thermo Scientific）を用いて測定した。  
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図 3-2-3. IP-DPSCsおよび健常 DPSCsと PBMNCsの共培養系 

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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IP-DPSCs もしくは健常 DPSCs を cyclooxygenase（COX）および nitric oxide 

synthase（NOS）、indoleamine 2,3-dioxygenase （IDO）の各インヒビターである

indomethacin （20 µM; Sigma-Aldrich）、N-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）

（1 mM; Sigma-Aldrich）、1-methyl-L-tryptophan（1-MT）（500 µM; Sigma-Aldrich）

により前処理した（図 3-2-4）。また、抗ヒト IL-10抗体（10 µg/ml; R&D Systems）

および坑ヒト transforming growth factor（TGF）-b1抗体（10 µg/ml; R&D Systems）、

もしくは同一アイソタイプのモノクローナル抗体（10 µg/ml; R&D Systems）にて

前処理した（図 3-2-4）。Conditioned Medium（CM）を回収し、15,000 rpmで 30

分間遠心分離した。それらを 0.45-µmフィルターに通し、L-kynurenineならびに

IL-10の産生を解析した［7, 26］。 

 

 

図 3-2-4. インヒビターもしくは中和抗体を添加した IP-DPSCs および健常 DPSCs と

PBMNCsの共培養系	 ［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 	
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3-2-17. TNF-aおよび IFN-gによる処理 

IP-DPSCs もしくは健常 DPSCs を通常培養液にて培養し、TNF-a（100 ng/ml; 

PeproTech）または IFN-g（100 ng/ml; PeproTech）により 24時間処理した後、各

実験に供した。 

 

3-2-18. IDO活性解析 

IDO活性は、ConAにて活性化した PBMNCsと IP-DPSCsもしくは健常 DPSCs

を共培養した培養上清中の L-kynurenineを計測した［7］。 

 

3-2-19. IL-10測定 

ConAにて活性化した PBMNCsと IP-DPSCsもしくは健常 DPSCsを共培養し

た培養上清中のヒト IL-10 産生量を、Human IL-10 Quantikine ELISA kit（R&D 

Systems）を用いて、ELISAにて解析した。 

 

3-2-20. Western blot解析 

培養細胞をそれぞれの培養期間で回収した。プロテアーゼインヒビターカク

テル（ナカライテスク）と PhoSTOPホスファターゼインヒビター（Roche）を添

加したM-PER mammalian protein reagent（Life Technologies、Carlsbad、USA）に

て溶解し、総タンパク質を抽出した。プロテインサンプルを NuPage LDS Sample 

buffer（Life Technologies）と混合し、70℃で 7分間処理した。10 µgのタンパク

質を 10% TGX gels（Bio-Rad）を用いて電気泳動にて分離し、Trans-Blot Turbo 

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

Rad）を用いて、polyvinylidene difluoride メンブレン（Bio-Rad）へ転写した。メ

ンブレンを、5% skim milkを含有した Tris-buffered saline（150 mM NaCl、20 mM 
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Tris-HCl、pH 7.2）を用いて 1時間室温でブロッキングした。その後、1次抗体に

て 4℃で一晩インキュベートした。本解析で使用した 1次抗体は抗 nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells （NF-kB p65）抗体（Cell Signaling 

Technology、Danvers、MA、USA）、抗 phosphorylated NF-kB p65抗体（Cell Signaling 

Technology）、抗 Fas抗体（Santa Cruz Biotechnology）、抗b-actin抗体（Sigma-Aldrich）

である。その後、horseradish peroxidase標識 donkey抗 rabbit IgG2次抗体もしく

は抗 mouse IgG 2次抗体（各 1:1000; Santa Cruz Biotechnology）にて室温で 1時間

処理した。SuperSignal West Pico（Thermo Scientific）にてメンブレンを処理し、

ImageQuant LAS 4010（GE Healthcare Life Sciences、Pittsburgh、PA、USA）にて

撮影した［20, 21］。 

 

3-2-21. 統計解析 

すべてのデータは平均値±標準誤差として表した。全ての解析は、各サンプル

につき少なくとも 3回繰り返した。2群間の比較解析には独立 2群の two-tailed 

Student’s t-testsを用いた。多群間の比較解析には Tukey’s post hoc testによる一段

階多重比較法を用いた。0.05以下の P値を有意差ありと見なした。 
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§3-3. 結果 

 

3-3-1. IP-DPSCsの幹細胞特性 

組織学的解析にて、不可逆性歯髄炎の歯髄組織は、血管と神経線維を含む密

性結合組織であった（図 3-3-1 a）。早期の MSCマーカーである STRO-1の発現

が、不可逆性歯髄炎の歯髄組織内の細胞に認められた（図 3-3-1b）。この所見は、

健常ヒト歯髄組織における報告と同様であり［27］、不可逆性歯髄炎の歯髄組織

内にもMSCsが存在する可能性を示唆する所見であった。 

健常 DPSCs は、クローン形成能および自己複製能、特定表面抗原の発現能、

多分化能、in vivo象牙質再生能、免疫抑制能など、MSCの特性を有している［4, 

5, 7］。IP-DPSCsの特性を詳細に検討するために、標準法である CFU-F法を用い

て不可逆性歯髄炎の歯髄組織より幹細胞を単離した［13］。単一の細胞が独立し

て培養用プラスチックディッシュに付着し、その後、細胞集団（コロニー）を形

成した（図 3-3-1 c）。各コロニーは様々な大きさと密度を呈した（図 3-3-1 d）。

しかし、健常歯髄と比べて不可逆性歯髄炎の歯髄組織はコロニー形成効率が有

意に低下していた（図 3-3-1 e）。 
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図 3-3-1．ヒト不可逆性歯髄炎歯髄組織の組織学的解析とヒト不可逆性歯髄炎由来歯髄幹細

胞のコロニー形成能解析 

（a）組織化学的解析。ヒト不可逆性歯髄炎歯髄組織の組織解析。Hematoxylin and eosin（H&E）

染色。BV：血管，矢印：神経線維。（b）ヒト不可逆性歯髄炎歯髄組織における STRO-1 の

局在。免疫組織学的解析。Hematoxylin染色。矢印：STRO-1陽性細胞。（c-e）不可逆性歯髄

炎歯髄組織より単離した細胞のコロニー形成解析。（c）Toluidine blue染色。培養ディッシュ

上の細胞コロニー像（左）。コロニー形成細胞は、線維芽細胞様の形態を示した（右）。（d）

コロニーの大きさならびに密度の相違。（e）DPSCsおよび IP-DPSCsにおけるコロニー形成

能力。初期播種細胞数 1x105 個に対するコロニーの形成数で表示。a-e：DPSCs:ヒト健常歯

髄組織由来歯髄幹細胞 human dental pulp stem cells from healthy dental pulp tissues，IP-DPSCs：

ヒト不可逆性炎歯髄組織由来歯髄幹細胞 irreversible pulpitis-derived human dental pulp stem 

cells。e：n=3。***；危険率 P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et 

al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］  
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フローサイトメトリー解析にて、IP-DPSCsは STRO-1、CD146、CD105、CD73、

CD90に陽性を示し、造血細胞マーカーである CD34、CD45、CD14に陰性を示

した（図 3-3-2）。この結果は、健常 DPSCsと同様であった。 

 

 

 

図 3-3-2．IP-DPSCsの免疫表現型解析  

フローサイトメトリー解析によるヒストグラム。白色：コントロール抗体反応群，灰色：細

胞表面マーカー特異的抗体反応群。数値は陽性細胞数の百分率の平均を示す。 ［Sonoda, S. 

et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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RT-PCR解析にて、IP-DPSCsは胚性幹細胞マーカー遺伝子のNANOGとOCT4、

神経堤細胞マーカー遺伝子の NESTIN、NOTCH1、CD271の発現を示した（図 3-

3-3 a）。健常 DPSCsと比較して、IP-DPSCsは CD271遺伝子の発現が顕著に低下

していた。ポピュレーションダブリングおよび BrdU 取り込み試験にて、健常

DPSCs と比較して、IP-DPSCs の細胞増殖能力は有意に低下していた（図 3-3-3 

b-d）。また、IP-DPSCsは健常 DPSCsより低いテロメラーゼ活性を示した（図 3-

3-3 e）。これらの結果から、IP-DPSCs は健常 DPSCs と同様に、MSCs としての

特性を備えていた。しかし、健常 DPSCsと比較して stemnessが劣っている可能

性が示唆された。 

 

 
図 3-3-3．IP-DPSCsの幹細胞特性解析  

（a）胚性幹細胞ならびに神経堤細胞に対する特異的遺伝子の発現。半定量的 RT-PCR解析。

（b）ポピュレーションダブリング試験。（c）Bromodeoxyuridine（BrdU）取り込み試験。BrdU

陽性細胞像。Hematoxylin染色。（d）BrdU陽性細胞率。全有核細胞数に対する百分率で算出。

（e）テロメア反復配列増幅法試験。リアルタイム PCR による解析。HEK: HEK 293 細胞。

H.I.：熱不活化処理。b、d、e：n=3。***；危険率 P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で

表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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3-3-2. IP-DPSCsの多分化能 

象牙芽細胞分化条件下で IP-DPSCsを 4週間培養すると、Alizarin red染色陽

性のカルシウム沈着を示す石灰化結節が形成されていた（図 3-3-4 a, b）。RT-PCR

と qRT-PCR にて、分化誘導後 1 週間の IP-DPSCs では、象牙芽細胞特異的遺伝

子である RUNX2、ALP、OCN、DSPPが発現していた（図 3-3-4 c, d）。 

 

 
図 3-3-4．IP-DPSCsの象牙芽細胞分化能解析 

（a）Alizarin red染色像。（b）Alizarin red陽性面積の割合。ディッシュ面積に対する百分率

で算出。（c, d）象牙芽細胞特異的遺伝子の発現。（c）半定量的 reverse transcription-polymerase 

chain reaction （RT-PCR）解析。（d）Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction

（qRT-PCR）解析。18S rRNA（18S）に対する割合で算出。b, d: Dentinogenic induction（Den） 

b, c: n=3。***；P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。 ［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. 

(2016)	より引用改変］ 
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次に IP-DPSCsを脂肪細胞分化条件下で 6週間培養した。IP-DPSCsは Oil red 

O染色法にて脂肪滴の蓄積を示した（図 3-3-5 a, b）。また RT-PCRと qRT-PCRに

て、脂肪細胞特異的遺伝子である LPL、PPARG2 の発現が確認された（図 3-3-5 

c, d）。 

 

 
図 3-3-5．IP-DPSCsの脂肪細胞分化能解析 

（a）Oil red O染色像。（b）Oil red O含有量測定。（c, d）脂肪細胞特異的遺伝子の発現。（c）

半定量的 RT-PCR解析。（d）18S rRNA（18S）に対する割合で算出。b, c: n=3。***；P<0.005。

グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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IP-DPSCsを内皮細胞分化条件下で 7日間培養した。免疫蛍光染色法にて、IP-

DPSCsに CD31の局在を認めた（図 3-3-6 a, b）。 

IP-DPSCs を神経細胞分化条件下で 7 日間培養した。免疫蛍光染色にて、IP-

DPSCsに GFAP、neurofilament M、tublin bIIIの局在を認めた（図 3-3-6 c, d）。 

これらの結果から、IP-DPSCsは象牙芽細胞および脂肪細胞、内皮細胞、神経

細胞への多分化能を示した。しかしながら、健常 DPSCsと比較して、IP-DPSCs

において全ての分化能が劣っていた（図 3-3-4, 3-3-5, 3-3-6）。 

 

 

図 3-3-6．IP-DPSCsの内皮細胞および神経細胞分化能解析  

（a）CD31陽性細胞像。免疫蛍光法。DAPI核染色。（b）CD31陽性細胞率。全細胞に対

する百分率で算出。（c, d）in vitro神経細胞分化能（c）神経細胞特異的マーカー陽性細胞

像。免疫蛍光法。DAPI核染色。（d）全細胞中の神経マーカー陽性細胞率。c, d：βⅢ：

tublin βⅢ、GFAP：glial fibrillary acidic protein，NF-M：neurofilament M。b, d: n=3。***；

P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用

改変］   
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3-3-3. IP-DPSCsによる in vivo 象牙質／歯髄複合体再生 

BALB/c nu/nu マウスの背部皮下に、HA/TCP を担体として IP-DPSCsを移植

し、8週間静置した（図 3-2-1）。組織学的解析にて、移植組織に象牙質／歯髄複

合体様の構造物を認めた（図 3-3-7 a, b）。この結果は、以前の健常 DPSCsでの

報告と同様［4, 5］、象牙質／歯髄複合体の再生能力を示す所見と考えられる。免

疫蛍光染色法にて、ヒト CD146もしくは DSPP陽性細胞が新たに形成された石

灰化組織と線維性結合組織の境界に沿って配列していた（図 3-3-7 c, d）。HA/TCP

のみを移植した組織では、新たな石灰化物やヒト CD146陽性細胞は認められな

かった（データ未提示）。しかしながら、健常 DPSCsと比較した場合、IP-DPSCs

は in vivoにおける象牙質／歯髄複合体再生能力が低下していた（図 3-3-7 e）。 

 

 
図 3-3-7．IP-DPSCsの in vivoでの象牙芽細胞分化能解析 

（a）移植体の組織像。H&E染色。（b）H&E染色像の色調反転画像。（c, d）免疫蛍光染色

によるヒト CD146（c）と DSPP（d）の局在。DAPI染色。a-d: D: dentin, DP: dental pulp, HA: 

HA/TCP 担体。（e）総面積に対する新生象牙質面積率。各群 n=3。***；P<0.005。グラフ

は、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］  
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3-3-4. IP-DPSCsの自己複製能 

連続移植法は、DPSCsを含む幹細胞の自己複製能を証明するための最もスタ

ンダードな方法である［4-6］（図 3-2-1）。IP-DPSCsを HA/TCP とともに免疫不

全マウスの背部皮下へ 8週間 1次移植した。1次移植体から単離した CFU-F 形

成細胞を、HA/TCPとともに別の免疫不全マウスの背部皮下へ 2次移植して、8

週間静置した。組織学的解析にて、2 次移植体に新たに形成された構造体は、1

次移植体と同様の象牙質／歯髄複合体様の構造を呈していた（図 3-3-8 a, b）。さ

らに、ヒトミトコンドリア陽性細胞と DSPP 陽性細胞が新たに形成された石灰

化組織の境界部に配列していた（図 3-3-8 c, d）。ポピュレーションダブリング能

ならびにテロメラーゼ活性は、幹細胞の自己複製能と深い関連性が報告されて

いる［28］。IP-DPSCsではこれらの能力が示されており（図 3-3-3 b, e）、連続移

植法の結果と併せて、IP-DPSCsが自己複製能を備えていることが示された。 

 

 
図 3-3-8．IP-DPSCsの自己複製能解析 

（a）2次移植体の組織像。H&E染色。（b）Alcian blue collagen染色。（c）免疫組織化学染色

によるヒトミトコンドリア（hMt）陽性細胞の局在（矢印）。Hematoxylin染色。（d）免疫蛍

光染色による DSPPの局在。DAPI染色。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］  
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3-3-5. IP-DPSCsの異質性 

MSCsに認められる異質性［23, 29］は、健常 DPSCsの特徴的な性質の一つで

ある［5］。IP-DPSCsの異質性を検討するために、シングルコロニー解析を行っ

た。不可逆性歯髄炎組織より計 12 個の単一コロニーに由来する細胞を単離し、

ポピュレーションダブリング試験（図 3-3-9 a）、BrdU取り込み試験（図 3-3-9 b）、

in vitro象牙芽細胞分化試験（図 3-3-9 c）を行った。その結果、それぞれのコロ

ニーに由来する細胞が示す増殖能や象牙芽細胞分化能に違いが認められた。従

って、IP-DPSCsも異質性を示した。 

 

 
図 3-3-9. IP-DPSCsの異質性解析 

シングルコロニー解析。（a）ポピュレーションダブリング試験。（b）総有核細胞に対す

る BrdU陽性細胞率。（c）総面積に対する alizarin red陽性面積率。［Sonoda, S. et al. Sci. 

Rep. (2016)	より引用改変］  
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3-3-6. IP-DPSCsの免疫抑制能 

健常 DPSCsは T細胞抑制能を示すことが報告されている［7］。γ線照射を行

った IP-DPSCsおよび PBMNCsを ConA（10 µg/ml）の刺激下または非刺激下で

混合培養した（図 3-2-3 a）。ConA の非刺激下では IP-DPSCs の培養数にかかわ

らず、PBMNCsの生存には影響が認められなかった（図 3-3-10 a）。ConA刺激下

では、IP-DPSCsの細胞数依存的に、PBMNCsの生存は抑制されていた（図 3-3-

10 b）。しかし、健常 DPSCsと比較すると、IP-DPSCsでは ConAにより活性化さ

れた PBMNCsの生存を抑制する能力が劣っていた（図 3-3-10 b）。 

 

 

図 3-3-10．IP-DPSCsの免疫抑制能試験 

（a, b）IP-DPSCsまたは健常DPSCsとの混合培養によるヒト末梢血単核細胞 human peripheral 

blood mononuclear cells（PBMNC）の生存率。Concanavalin A（Con A）非刺激下（a）または

刺激下（b）にて、PBMNCと歯髄幹細胞（SC）を種々の割合（SC/PBMNC = 0.01, 0.1, 1）で

共培養した。a, b: n=3。*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005を示す。グラフは、

平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016) より引用改変］  
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次に、トランスウェルカルチャーシステムを用いて、PBMNCsと IP-DPSCsも

しくは健常 DPSCsを共培養した（図 3-2-3 b）。ConAによる刺激、非刺激、また

IP-DPSCsの培養数にかかわらず、PBMNCsの細胞生存へ影響は認められなかっ

た（図 3-3-11 a,b）。 

 

 

図 3-3-11．IP-DPSCsの免疫抑制能試験 

（a, b）トランスウェルカルチャーシステムを用いた IP-DPSCsまたは健常 DPSCsとの共培

養による PBMNCの生存率。Con A非刺激下（a）または刺激下（b）にて、PBMNCと歯髄

幹細胞（SC）を種々の割合（SC/PBMNC = 0.01, 0.1, 1）で共培養した。a, b：n=3。**；危険

率 P<0.01，***；P<0.005を示す。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. 

Rep. (2016)	より引用改変］  
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MSCsに発現している Fas ligandが、T細胞に発現している Fasに直接結合し

て、T 細胞の生存を抑制することが報告されている［30］。一方で、MSCs より

分泌される多くの因子も T細胞の免疫抑制に関与している［26, 31-33］。本研究

で、IDO のインヒビターである 1-MT、NOS のインヒビターである L-NAME、

COXのインヒビターである indomethacinにて、ConAにより刺激された PBMNCs

と IP-DPSCsもしくは健常 DPSCsの共培養系を処理した。さらに、IL-10と TGF-

bの中和抗体にて処理した（図 3-2-4）。L-NAMEと indomethacin、抗 TGF-b抗体

は PBMNCsの生存抑制を解除出来なかった（図 3-3-12）。一方で、1-MTもしく

は抗 IL-10抗体による処理では、IP-DPSCsまたは健常 DPSCsによる PBMNCsの

生存抑制を効果的に解除した（図 3-3-12）。 

 

 

図 3-3-12．阻害剤と中和抗体を用いた IP-DPSCsの免疫抑制能阻害試験 

種々の阻害剤、中和抗体を添加し、Con A刺激下で PBMNCと SCを 1：1の割合で共培養

した。1-MT: 1-Methyltryptophan，L-NAME: N-Nitro-L-arginine methyl ester，Anti-IL-10: anti-

IL-10 antibody，Anti-TGFb: anti-TGFb antibody。n=3。*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，

***；P<0.005を示す。グラフは、平均値±標準誤差で表す。c：†；P<0.05無刺激下での

PBMNCと DPSCとの共培養した群との危険率。#；P<0.05無刺激下での PBMNCと IP-

DPSCとの共培養した群との危険率。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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ConA刺激を受けた PBMNCsとの共培養下で、IP-DPSCsでは IDO mRNAを

発現し（図 3-3-13 a）、その培養液中に L-kynurenineならびに IL-10の産生が認め

られた（図 3-3-13 b, c）。しかし、健常 DPSCsと比較すると、IDO mRNA発現、

L-kynurenineならびに IL-10の分泌は低下していた（図 3-3-13 a, b, c）。これらの

結果から、IP-DPSCsは、PBMNCsとの直接的な接触により、その細胞内で IDO

が誘導され、L-kynurenine産生に伴う、制御性 T細胞からの IL-10分泌によるリ

ンパ球の増殖抑制に働く事が示唆された。しかし、健常 DPSCsと比較すると IDO

誘導が低いため IP-DPSCsの免疫抑制能は低下していた。 

 

 
図 3-3-13．IP-DPSCsにおける免疫抑制能関連因子発現解析 

（a）IP-DPSCsおよび健常 DPSCsにおける indoleamine 2,3-dioxygenase（IDO）発現。リアル

タイム RT-PCR解析。18S rRNAに対する IDO mRNAの割合。（b）ヒト歯髄幹細胞培養上清

における L-Kynurenine量。ELISA解析。（c）ヒト歯髄幹細胞培養上清における IL-10発現。

ELISA 解析。a-c：n=3。*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005 を示す。グラフは、

平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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3-3-7. IFN-g処理による IP-DPSCsの象牙芽細胞分化能改善 

TNF-aならびに IFN-gの刺激が健常 DPSCs における象牙芽細胞分化能と免疫

調節能に関与することが報告されている［7, 11］。そこで、まず、TNF-aもしく

は IFN-gの刺激による、IP-DPSCs の劣った in vitro 象牙芽細胞分化能および in 

vivo象牙質形成能の改善効果を検討した。IP-DPSCsに対する TNF-aおよび IFN-

gの ex vivoにおける刺激は全て、in vitro象牙芽細胞分化誘導ならびに in vivo象

牙質形成誘導を行う直前に行った。 

まず、in vitro象牙芽細胞分化への TNF-aまたは IFN-g前処理の効果を検討し

た。IFN-gで前処理を行った IP-DPSCs（IFN-g前処理群）は、象牙芽細胞分化誘導

開始から 4 週後にて、非前処理群と比較して非常に多くのアリザリンレッド陽

性の石灰化小結節を形成していた（図 3-3-14 a, b）。また分化誘導後１週で、IFN-

g前処理群は、非前処理群と比較して、高い ALP活性を示し（図 3-3-14 c）、象牙

芽細胞／骨芽細胞特異的な遺伝子である RUNX2、ALPL、OCN、DSPPの発現が

顕著に増加していた（図 3-3-14 d, e）。 

一方、TNF-a前処理群は、非前処理群と IFN-g前処理群と比較して、in vitro象

牙質形成能が顕著に低下していた（図 3-3-14）。  
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図 3-3-14．IFN-gおよび TNF-a前処理した IP-DPSCsの in vitroにおける象牙芽細胞分化能 

（a）Alizarin red染色像。（b）ディッシュ面積に対する Alizarin red陽性面積の割合と Alizarin 

red 含有量。（c）ALP 活性試験。（d）象牙芽細胞特異的遺伝子の半定量的 RT-PCR 解析。

（e）18S rRNA（18S）に対する象牙芽細胞特異的遺伝子の発現割合。b，e:  n=3。*；危険

率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. 

et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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次に、in vivo象牙質形成能への影響を検討するために、TNF-aまたは IFN-gに

よる前処理を行った IP-DPSCsをHA/TCPと共に免疫不全マウスの皮下へ移植し

た。組織学的解析にて、IFN-g前処理群では、非前処理群と比べて、移植組織内

にて in vivo象牙質／歯髄複合体様構造物を形成する能力が増加していた（図 3-

3-15 a, b）。一方で、TNF-a前処理群では、IFN-g前処理群ならびに非前処理群と

比較して、in vivo 象牙質／歯髄複合体様構造物の形成能が低下していた（図 3-

3-15 a, b）。 

象牙質／歯髄複合体の再生へ与える影響をさらに調べるために、TNF-aまた

は IFN-gにより前処理した IP-DPSCsをヒト歯牙の根管内へ移植した（図 3-2-2）。

IP-DPSCs移植によりヒト歯根象牙質表面に直接、象牙質様構造が形成されてい

た（図 3-3-15 c）。また、新規の象牙質様組織に面する根管内には、線維性結合組

織が観察された。IFN-g前処理群では、ヒト歯根象牙質上に豊富な	 新規の象牙

質様構造物が形成されていたが、一方で TNF-a前処理群では、その様な新規の

構造物は認められなかった（図 3-3-15 c）。新たに形成された象牙質様構造物で

は象牙細管が認められなかった。また、細胞がその表面に配列するとともに、そ

の構造体内部に埋入している像も観察された。免疫組織染色解析にて、象牙質様

構造物の表面に配列している細胞ならびに埋入している細胞は、ヒトミトコン

ドリア（図 3-3-15 d）ならびに DSPP（データ未提示）に陽性を示した。 

これらの結果から、IP-DPSCsによるヒト象牙質上への象牙質／歯髄複合体再

生は、IFN-g前処理により促進されることが示唆された。 
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図 3-3-15．IFN-gおよび TNF-a前処理した IP-DPSCsの in vivoにおける象牙芽細胞分化能 

（a）移植組織像。H&E染色。D：象牙質，DP：歯髄，HA: HA/TCP。（b）全面積中の新規

に形成された石灰化基質面積率。（c, d）In vivo象牙質形成能解析。（d）DP：歯髄, ND：新

規に形成された象牙質。（d）免疫化学組織学的解析。矢印：ヒトミトコンドリア。Hematoxylin

染色。b:  n=3。*；危険率 P<0.05，***；P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, 

S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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3-3-8. IFN-g処理による IP-DPSCsの免疫抑制能改善 

STRO-1の発現に対する TNF-aと IFN-g処理の影響を調べた。フローサイトメ

トリー解析にて、非処理の IP-DPSCsと比較して、TNF-a処理によって IP-DPSCs

の STRO-1 発現が有意に減少しており、一方、IFN-g処理によって IP-DPSCs の

STRO-1発現は有意に増加した（図 3-3-16 a）。BrdU取り込み試験にて、非処理

の IP-DPSCs と比較して、TNF-a処理によって IP-DPSCs の増殖能は顕著に低下

し、一方で IFN-g処理によって IP-DPSCs の増殖能は有意に向上した（図 3-3-16 

b）。 

 

 
図 3-3-16．IFN-gおよび TNF-a処理した IP-DPSCsの STRO-1発現解析と増殖能解析 

（a）STRO-1の発現。フローサイトメトリー。（b）BrdU取り込み試験。全有核細胞中の BrdU

陽性細胞率。n=3。*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005。グラフは、平均値±標準

誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より改変］ 
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次に、TNF-aと IFN-gが、ConAで刺激し活性化させた PBMNCsと共培養下で

IP-DPSCs の免疫抑制能に対する影響について調べた。RT-qPCR 解析と L-

kynurenine産生試験にて、IFN-g前処理は、ConAで刺激し活性化させた PBMNCs

との共培養下で、IP-DPSCsにおける IDO mRNAの発現と L-kynurenineの産生を

増加したが、一方で TNF-a前処理では増加しなかった（図 3-3-17 a, b）。同様に、

ELISA にて、IFN-g前処理により、IL-10 産生が増加したが、一方で TNF-a前処

理では低下した（図 3-3-17 c）。 

 
 

図 3-3-17．IFN-gおよび TNF-a前処理した IP-DPSCsの免疫抑制能関連因子発現解析 

（a）IDOの発現。qRT-PCR解析。18S rRNAに対する IDO mRNAの発現割合。（b）培養

上清中の L-kynurenineの発現。ELISA。（c）培養上清中の IL-10の発現。ELISA。n=3。*；

危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, 

S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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続いて、TNF-aもしくは IFN-gにて前処理した IP-DPSCsと ConAで刺激した

PBMNCs を共培養した。この共培養系にて、PBMNCs の細胞生存は顕著に抑制

された（図 3-3-18）。IFN-g前処理は TNF-a前処理より抑制効果が高かった（図 3-

3-18）。上記の実験系における PBMNCの生存抑制は、1-MTと抗 IL-10抗体処理

により顕著に阻害された（図 3-3-18）。これらの結果から、IFN-g前処理は IP-DPSCs

の免疫調節能を回復することが示唆された。 

 

 
図 3-3-18．IFN-gおよび TNF-a前処理した IP-DPSCsの免疫抑制能解析 

IP-DPSCとの混合培養による PBMNCの生存率。種々の阻害剤、中和抗体を添加し、Con A

刺激下で PBMNCと IP-DPSCsを種々の割合（SC/PBMNC = 0.01, 0.1, 1）で共培養した。n=3。

*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005。グラフは、平均値±標準誤差で表す。#；

P<0.05、###；P<0.005無刺激下で PBMNCを IP-DPSCsと共培養した群との危険率。［Sonoda, 

S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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更に TNF-aと IFN-g処置による、IP-DPSCsにおける NF-kBの時間依存的な発

現の変化を調べた。TNF-a処理によって IP-DPSCsにおける NF-kBのリン酸化が

亢進したが、一方で IFN-g処理と未処理の IP-DPSCs では認められなかった（図

3-3-19 a）。 

TNF-a処理と IFN-g処理が IP-DPSCsのテロメラーゼ活性に与える影響を調べ

た。TNF-aは、IP-DPSCs のテロメラーゼ活性を顕著に低下していた（図 3-3-19 

b）。未処理の IP-DPSCsと比較して、IFN-g処理の IP-DPSCsは、有意にテロメラ

ーゼ活性が増加していた（図 3-3-19 b）。 

 

 
図 3-3-19．IFN-gおよび TNF-a処理した IP-DPSCs の NF-kB シグナル解析とテロメラーゼ

活性解析 

（a）象牙質形成ならびに免疫抑制能活性経路のシグナル解析。ウエスタンブロット解析。

（b）TRAP assay。qRT-PCR解析。n=3。*；危険率 P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005。グ

ラフは、平均値±標準誤差で表す。［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］ 
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§3-4. 小括 

実験 Iから以下のことが分かった。 

IP-DPSCsは、 

1. in vitroにて CFU-Fを形成した。 

2. MSCsと同様の幹細胞性を備えていた。 

3. in vitroにて、象牙芽細胞、脂肪細胞、内皮細胞、神経細胞への多分化能を示

した。 

4. in vivoにて、象牙質／歯髄複合体再生能を示した。 

5. 自己複製能を有していた。 

6. 異質性を有する幹細胞集団であった。 

7. 免疫抑制能を有していた。 

8. 健常 DPSCsと比較して、1-7の能力が抑制されていた。 

9. IFN-g前処理によって、in vitroにおける象牙芽細胞が改善した。 

10. IFN-g前処理によって、in vivoにおける象牙質／歯髄複合体再生能が改善し

た。 

11. IFN-g処理によって、STRO-1陽性率、細胞増殖能が向上した。 

12. IFN-g前処理によって、免疫抵抗性、免疫抑制能が向上した。 

13. IFN-g処理によって、NF-kBシグナル非依存的かつ、テロメラーゼ活性の向

上を介して機能改善することが示唆された。 

14. TNF-a前処理では、9-13の効果は認められなかった。 
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§4-1. 目的 

従来より、MSCsの単離方法として、クローナル性に基づく CFU-F 形成法が

標準プロトコールとして採用されている［34］。この CFU-Fに基づく歯髄組織幹

細胞の単離では、15% FBSを添加した培養液を用いてきた［4, 19］。この標準プ

ロトコールでは、骨髄由来間葉系幹細胞 bone marrow-derived mesenchymal stem 

cells（BMMSCs）において、初期接着時間の及ぼす影響について検討されている

［15］。しかし、細胞付着に対する FBS濃度の影響については、これまで検討さ

れていない。また、骨髄液中にはこの標準法では、付着しない浮遊型 BMMSCs

の存在も報告され、この浮遊型 BMMSCs は付着型 BMMSCs と比べると、免疫

調節能が優れていることが判明している［35］。 

研究 IIでは、5%、10%、15%の FBS濃度条件下において、CFU-F形成プロト

コールにて歯髄組織幹細胞を単離し、stemness、特に表面抗原の発現と細胞増殖

能を各 FBS 濃度間で検討し、単離に最適な FBS の条件を探求することとした。 

 

§4-2. 材料と方法 

4-2-1. ヒト乳歯サンプル 

全てのヒト乳歯試料は、九州大学病院小児歯科にて全身的に健常な歯科受診

の患児（6歳-8歳、n=3）から、生物学的／臨床的に破棄される試料として得た。

ヒト由来試料の取り扱いはヘルシンキ宣言に従って実施され、九州大学ヒトゲ

ノム・遺伝子研究倫理審査委員会承認を受けている（Protocol Number: 393-01）。

全ての試験項目について、患児の保護者より、書面でのインフォームドコンセン

トを取得した。実験方法は承認されたガイドラインに従って実施された。  
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4-2-2. 細胞の単離（CFU-Fコロニー形成法） 

乳歯歯髄組織からの stem cell from human exfoliated deciduous teeth（SHED）の

単離と培養は、3-2-4.での方法と同様に行った。ただし、培地の FBS濃度を、5、

10、15%の三種で行った。また、可能な限り初期付着細胞を増加させる目的で、

初期付着時間を 48時間へ変更した。 

 

4-2-3. CFU-F解析 

3-2-5.と同様の手法を用いて解析を行った。ただし、培地の FBS濃度を 5、10、

15%の 3段階とした。 

 

4-2-4. 単離細胞数解析 

滅菌 PBSで培養ディッシュを洗浄した。2.5 g/l trypsin / 1 mM EDTA溶液 1 mL

加え、37℃、5分間処理した。4 mLの 5, 10, 15% FBS含有培地を加え、懸濁し

た。懸濁液を回収し、遠心機 Allegra X-30R（Beckman Coulter、Indianapolis、IN、

USA）を使用し 2,000 rpm、4℃にて遠心分離を行った。上清を捨て、1mL のa-

MEMで十分に混和した。0.4% trypan blue染色液（Bio-Rad）にて染色を施し、

細胞数を T20 Cell Counter（Bio-Rad）にて計測した。 

 

4-2-5. 細胞増殖解析 

96-well プレート 1 well 当たり 10x103個の有核細胞を播種。各種 FBS 含有培

養液 200 µLで、37℃、5%CO2条件下で培養した。播種後 1日目に、BrdU試薬

（Roche）を添加した。BrdU試薬添加から 24時間後に、Cell Proliferation ELISA

（Roche）を用いて培養細胞を処理した。Multiskan GOスペクトロフォトメータ

ー（Thermo Scientific）をもちいて 370 nmの吸光度を測定した。 
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4-2-6. 免疫表現型解析 

3-2-6.と同様の手法を用いて解析を行った。本解析で用いる全ての 1次抗体は

表 4-2-1に列挙した。 

 

表 4-2-1：フローサイロメトリー用抗体リスト		
                           

Names of antibodies  Types of antibodies Names of Suppliers    

anti-CD14 antibody  R-PE -conjugated eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD29 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD34 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD45 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD73 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD90 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD105 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-CD146 antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-HLA-DR antibody  R-PE-conjugated  eBioscience (San Diego, CA) 

anti-SSEA4 antibody  R-PE-conjugated  R&D systems (Minneapolis, MN) 

R-PE: R-phycoerythrin 

 

4-2-7. 統計解析 

3-3-21.と同様に解析を行った。 
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§4-3. 結果 

4-3-1. CFU-F解析 

乳歯歯髄組織を、collagenase/dispase混合酵素液にて処理し、細胞を単離した。

単離細胞を 15%、 10%、 5%FBS濃度の培地を用いて、CFU-F形成法に基づき

培養を行った。その後、toluidine blue にて染色した。各濃度の FBS を用いても

線維芽細胞様細胞から構成されるプラスティックディッシュ付着性の細胞集団、

CFU-Fが観察された（図 4-3-1 a）。細胞数 50以上からなる付着細胞集団を CFU-

F コロニーと見なし、培養ディッシュ上で形成された CFU-F コロニーを計測し

た。10%FBS単離群では、15%FBS単離群と比較して有意に形成コロニー数が多

かった（p=0.0009 vs. 15%FBS単離群）（図 4-3-1 b）。一方、5%FBS単離群と比べ

るとコロニー数に差が認められなかった。 

CFU-F コロニーを形成した細胞数を計測したところ、10%FBS 単離群が、他

の FBS 単離群と比較して有意に細胞数が多かった（p=0.0004 vs. 15%FBS 単離

群；p=0.000004vs. 5%FBS単離群）（図 4-3-1 c）。 

形成されたコロニー当りの単離細胞数を解析した。15%および 10%FBS 単離

群では、ほぼ同等の細胞数が得られた（図 4-3-1 d）。一方、5% FBS単離群では、

15%および 10%FBS単離群と比較すると有意に少なかった（p=0.0006 vs. 15%FBS

単離群；p=0.000003vs. 10%FBS単離群）。  
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図4-3-1. コロニー形成能の解析 

乳歯歯髄より単離した有核細胞を 0.1x106個で播種した。（a）CFU-Fコロニー。toluidine染色。

（b）CFU-Fコロニー形成数。（c）CFU-Fコロニー形成細胞数。（d）CFU-Fコロニー当りの細胞

数。n=3。15％FBS：15％FBS単離群、10％FBS：10％FBS単離群、5％FBS：5％FBS単離群。グ

ラフは、平均値±標準誤差で表す。*：p<0.05、***；p<0.005。 
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4-3-2. 細胞増殖能解析 

MSCs の特性である細胞増殖能を BrdU 取り込みアッセイにて解析した。ま

ず、各 FBS濃度単離群を、15%FBS含有培地存在下で培養した。10%FBS単離群

が最も高い細胞増殖能を示した。しかし、10%FBS 単離群は 15%FBS 単離群と

比較して有意に細胞増殖能が上昇していたが（p=0.033 vs. 15%FBS 単離群）、

5%FBS単離群とは差が認められなかった（図 4-3-2 a）。次に、10%FBS条件下で

各 FBS 濃度単離群の細胞増殖能を比較した所、10%FBS 単離群が最も高い細胞

増殖能を示した。しかし、10%FBS 単離群は 15%FBS 単離群と比較して有意に

細胞増殖能が上昇していたが（p=0.006 vs. 15%FBS単離群）、5%FBS単離群とは

差が認められなかった（図 4-3-2 b）。さらに、5%FBS 条件下で培養を行った場

合、10%FBS単離群が最も高い細胞増殖能を示したが、各群との有意差は認めら

れなかった（図 4-3-2 c）。最後に、単離時に用いた各 FBS濃度にて増殖能力を比

較したところ、10%FBS濃度単離群が最も高い細胞増殖能を示した。10%FBS濃

度単離群は 15%FBS 濃度単離群と比較して有意に細胞増殖能が上昇していたが

（p=0.006 vs. 15%FBS単離群）、5%FBS単離群とは差が認められなかった（図 4-

3-2 d）。  
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図4-3-2. 細胞増殖能の解析 

乳歯幹細胞の細胞増殖力を BrdU取り込みアッセイで解析した。（a）15%FBS培地（15%FBS-

Med）を用いた解析。（b）10%FBS培地（10%FBS-Med）を用いた解析。（c）5%FBS培地

（5%FBS-Med）を用いた解析。（d）細胞単離と同じ培地（Correspond-Med）を用いた解析。

n=3。15％FBS：15％FBS単離群、10％FBS：10％FBS単離群、5％FBS：5％FBS単離群。グ

ラフは平均値±標準誤差で表す。*：p<0.05、 **：p<0.05、***；p<0.005。  
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4-3-3. フローサイトメトリー解析 

MSCs の特性を示す表面抗原の発現状態を検討した。標的表面抗原として、

CD146, CD105, CD73, CD90, CD29, stage specific antigen-4（SSEA-4）, HLA-DR, 

CD34, CD45, CD14の 10抗原を解析対象とした（図 4-3-3 a）。 

各 FBS濃度単離群とも造血系細胞のマーカーである CD45および CD14は陰

性反応を示していた。一方、CD34 については、15%および 5%FBS 単離群では

陰性であったが、10%FBS単離群では 7.4±0.3%（平均値±標準誤差）と有意に陽

性を示していた（p=0.0001 vs. 15%FBS単離群, 10%FBS単離群）（図 4-3-3 b）。 

HLA-DRは各 FBS濃度単離群とも陰性を示していた（図 4-3-3a）。 

MSCsのマーカーである CD146, CD105, CD73, CD90, CD29は各 FBS濃度単

離群ともに陽性反応を示した。CD105, CD73, CD90, CD29 は全ての群において

94%以上の高い陽性率を示した。しかし、CD146の発現は、15%FBS単離群では

15.6±0.1%、10%FBS単離群では 14.9±0.1%、5%FBS単離群では 9.0±0.0%を呈し、

単離群間で相違が認められ、5%FBS単離群は他の FBS濃度単離群と比較して有

意（p=0.000001 vs. 15%FBS単離群；p=0.000002 vs. 10%FBS単離群）に CD146の

発現が低下していた（図 4-3-3 b）。 

多能性幹細胞のマーカーである SSEA-4は各 FBS濃度単離群とも陽性反応を

示した。15%FBS 単離群では 35.06±0.12y%、10%FBS 単離群では 42.23±0.23%、

5%FBS単離群では 26.00±0.27%であり、単離群間で相違が認められ、10%FBS単

離群は他の FBS濃度単離群と比較して有意に SSEA-4の発現が上昇（p=0.000001 

vs. 15%FBS単離群, 5%FBS単離群）していた（図 4-3-3 b）。  
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図 4-3-3. フローサイトメトリーによる細胞表面抗原の解析 

（a）ヒストグラム。赤線：表面抗原抗体染色群、黒線：非染色群。平均値±標準誤差(%) 。

（b）陽性率を表すグラフ。n=3。15％FBS：15％FBS 単離群、10％FBS：10％FBS 単離群、

5％FBS：5％FBS 単離群。グラフは、平均値±標準誤差で表す。*：p<0.05、***：p<0.005。	
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§4-4. 小括 

実験 IIから以下のことが分かった。 

 

1. 5%、10%、15%のいずれの FBS濃度でも CFU-Fが形成された。 

2. 10%FBS単離群では、15%FBS単離群と比較して有意に形成コロニー数が多

かったが、5%FBS単離群と比べるとコロニー数に差は認められなかった。 

3. コロニー当たりの単離細胞数は、15%FBS 単離群と 10%FBS 単離群の間で

有意な差は認められなかったが、5%FBS単離群では有意に少なかった。 

4. BrdU取り込み試験にて、5、10、15%FBS濃度の培地で増殖させた場合、い

ずれも 10%FBS単離群が最も高い増殖能力を示した。 

5. フローサイトメトリー解析にて、The International Society for Cellular Therapy

が提唱する MSCs としての免疫学的表現型における必須条件を満たしてい

た。 

6. フローサイトメトリー解析にて、10%FBS 単離群では他の FBS 濃度単離群

と比較して、CD34ならびに SSEA-4陽性細胞率が有意に上昇していた。 

7. フローサイトメトリー解析にて、5%FBS単離群では他の FBS濃度単離群と

比較して、CD146陽性細胞率が有意に減少していた。 
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§5. 考察 
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§5-1. 研究 Iの考察 

研究 Iでは、まず不可逆性歯髄炎の歯髄組織に CFU-F形成能を呈する細胞集

団が存在することを明らかにした。その CFU-F形成細胞が、特徴的な表面抗原

を発現する免疫表現型および象牙芽細胞と脂肪細胞などへの多分化能を細胞特

性として呈していた。更に、これらの細胞は in vivo象牙質／歯髄複合体の再生

能や自己複製能、異質性、免疫抑制能を備えることも明らかにした。以上の研究

Iの結果は、不可逆性歯髄炎組織より単離された CFU-F形成細胞が、MSCsや健

常 DPSCsと非常に類似した幹細胞集団であることを示している（図 5-1-1）。 

 

 
図 5-5-1. 歯髄組織に由来する幹細胞のソースとMSCsに類似した特性 

［Sonoda, S. et al. Arch. Stem Cell. Res. (2015)	より引用改変］	 	
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従って、研究 I ではこの細胞を IP-DPSCs と呼ぶこととした。しかしながら、

健常 DPSCsと比較した場合、IP-DPSCsではコロニー形成能、増殖能、多分化能、

in vivo象牙質形成能、免疫抑制能が低下していた。これは、不可逆性歯髄炎とい

う病的環境が、組織幹細胞の特性にダメージを与えた可能性を示唆するものと

考えられる。 

最近の組織工学技術の発展により、DPSCs を用いた免疫不全マウスの皮下へ

の異種移植システムにおいて、HA/TCPをキャリアとする象牙質歯髄複合体の再

生評価系が確立している［4］。また、抜去歯をキャリアとして用い、ヒト象牙質

上での象牙質／歯髄複合体の再生評価系も報告されている［6, 36］。イヌにおい

て、抜歯直後の歯牙から得られた歯髄組織幹細胞を自家移植すると、抜髄歯牙に

血管の供給を伴う歯髄組織が再生することが報告されている［37］。また、

granulocyte colony-stimulating factorと組み合わせ、前臨床グレードのヒト DPSCs

の製造工程が開発されており、自家移植による健常 DPSCs治療を用いた臨床応

用が進められている［38, 39］。しかしながら、患者自身の口腔内より、埋伏智歯

などの健常なドナー歯を得る機会は非常に限られている。それゆえ、う蝕などの

罹患歯から DPSCsが採取可能であり、加えて、その再生能および免疫調節能が

十分な能力を備えているとすれば、患歯に由来する DPSCsが、自家移植により

歯髄再生を行う上で、非常に有用なソースとなりうると考えられる。［9, 10］。 

 

歯髄の炎症反応は、様々な刺激により引き起こされる［3］。不可逆性歯髄炎

を呈する歯髄組織では、へルパーT 細胞から分泌される主要な炎症性サイトカ

インである TNF-aおよび IFN-gが高発現している［40］。ところで、TNF-aならび

に IFN-gは、健常 DPSCs の免疫調節能と象牙質形成能に影響を与えることが報

告されている［7, 11, 41-44］。最近の研究において、短時間の TNF-a刺激が健常
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DPSCs の象牙質形成能を増強することが報告されており、可逆性歯髄炎に反応

して修復象牙質形成が生じることが示唆された［42, 45, 46］。また、長期にわた

る高濃度の TNF-a刺激実験では、DPSCs の石灰化能を減弱させることが明らか

にされている［11, 47］。一方、IFN-g刺激については、in vitroならびに in vivoで

ヒト MSCs の骨芽細胞への分化を促進すること［48］、BMMSCs および DPSCs

において、IDOの産生を促進し、T細胞の生存抑制への効果を増強すること［7, 

49, 50］が報告されている。しかし、TNF-aならびに IFN-gが IP-DPSCsの免疫調

節能と象牙質形成能に与える影響については明らかにされていない。研究 I で

は、ex vivoでの IFN-g前処理が、IP-DPSCsの in vitroならびに in vivoでの象牙質

再生能と IDO を介した T 細胞抑制能を改善させることに成功した。しかし、

TNF-a前処理ではそれらの能力を改善しなかった。これら研究 Iの成果から、IP-

DPSCsへの ex vivo IFN-g治療は、自家 DPSCsを応用した、歯髄再生による新規

の歯内療法の開発を進める上での重要な技術基盤なりうると考えられる。 

ヒト BMMSCsにおいて、ヒト telomerase reverse transcriptase（TERT）遺伝子

を導入することにより、骨芽細胞の分化における最重要なマスター転写因子で

ある RUNX2の発現を上昇させ、in vitroならびに in vivoにおける骨形成能が促

進されることが報告されている［22, 51］。また、TERTは、BMMSCsの FasL発

現を増強し、T 細胞のアポトーシスを誘導することが知られている［52］。最近

の研究において、非ステロイド性抗炎症薬であるアセチルサリチル酸にて刺激

を行うと、BMMSCsおよび SHEDのテロメラーゼ活性が増加され、in vitroなら

びに in vivoにおける骨形成能と T細胞のアポトーシスの誘導を促進することが

報告されている［53, 54, 55］。研究 Iにおいて、IFN-g前処理によって IP-DPSCs

におけるテロメラーゼ活性が促進されていた。一方で、TNF-a前処理ではテロメ

ラーゼが活性化されなかった。従って、IP-DPSCsのテロメラーゼ活性の制御が、
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その低下した象牙質／歯髄複合体の再生ならびに免疫抑制に対する能力を向上

させる可能性が示唆された。テロメラーゼ活性による歯髄組織幹細胞における

象牙質／歯髄複合体の再生と免疫調節に対する制御メカニズムの解明が今後必

要となると考えられる。 

全身性エリテマトーデス患者より単離・培養した BMMSCsでは、骨形成能が

低下している［56］。この障害された BMMSCsでは、TNF-aシグナリングの促進

により NF-kBのリン酸化の亢進が報告されている［56］。従って、疾患による障

害が、組織幹細胞の能力や細胞内シグナル伝達へ後天的に影響を与えることを

示唆するものである。BMMSCsにおいて、NF-kBの活性化を抑制した場合、骨

芽細胞への分化が促進されることが知られている［57］。健常 DPSCs において

も、TNF-a刺激下で NFkBの活性化を抑制した場合、象牙芽細胞への分化能が増

強されることが報告されている［41, 58］。研究 I における IFN-g前処理が、NF-

kB の活性化とは無関係に、IP-DPSCs の象牙質／歯髄複合体形成能および T 細

胞免疫抑制能を改善していた。NF-kB の活性化を制御することによっても、象

牙質／歯髄複合体再生と T 細胞免疫抑制を含む IP-DPSCs の低下した能力を改

善する可能性も否定できないと考えられ、今後 NF-kB 制御による IP-DPSCs の

機能改善に対する研究を行う必要性が考えられる。 

以上の研究 Iの成果より、IP-DPSCsの機能改善に関する研究は、DPSCsの自

家移植による歯髄ティッシュエンジニアリングの実現のみならず、将来の歯内

療法において疾患局所の幹細胞を標的とした新しい覆髄剤開発に貢献するもの

と考えられる（図 5-1-2）。 
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図 5-1-2. 自家 DPSCsを応用する IFN-g処理を伴った将来の歯内療法 

［Sonoda, S. et al. Sci. Rep. (2016)	より引用改変］  
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§5-2. 研究 IIの考察 

幹細胞の定義は、自己複製能ならびに多能性、または組織幹細胞については

多分化能を具備していることである。体細胞とは完全に区別しうる幹細胞の特

性、stemnessとは、幹細胞が分化することとは無関係に、自己複製能や、多能性

または多分化能や細胞分裂能などの機能を維持する能力を指す。Stemness の低

い幹細胞では、分裂能や多分化能の低下が報告されている［17］。それ故、幹細

胞治療を考慮に入れた場合、stemnessを最大限に保持した幹細胞を採取すること

は、幹細胞治療の効果を左右する非常に重要な条件と見なされる［59］。DPSCs

や SHED などの歯髄組織幹細胞は、様々な全身疾患モデルにおいて、その治療

効果が実証されており、再生医療における重要な細胞ソースとしてみなされて

いる（図 5-1-3）［18, 20, 24, 25, 60］。 

 

 
図 5-1-3. 歯髄組織幹細胞の再生医療応用 

［Sonoda, S. et al. Arch. Stem Cell. Res. (2015)	より引用］	 	
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従って、stemness を高く維持した歯髄組織幹細胞の単離方法を開発すること

は、歯髄組織幹細胞を用いた再生医療において、より一層の治療効果が期待され

る。 

Trypsinによる酵素処理を長時間（4℃で一晩）与えた間葉組織から、多能性を

有する幹細胞の単離に成功している［61］。低酸素条件下では、stemnessが亢進

することが報告されている［62-64］。いずれの処理も細胞にストレスを付与した

条件下で、stemnessの亢進が認められているため、酵素処理や低酸素状態以外の

方法でストレスを与えた場合でも stemness の亢進した幹細胞集団が単離できる

可能性が推測される。 

SHED を含む歯髄組織幹細胞の単離は、CFU-F コロニー形成法［13］に従っ

て行われている［19］。標準の単離プロトコールでは、15%FBS 添加培地を使用

して単離を行っている。しかし、単離時の FBS 濃度を改めて検討し、加えて、

SHED の特性を解析した研究はない。研究 II では、単離時培地の FBS 濃度を

15%、10%、5%の 3 種類を用いた。また細胞初期接着後（研究 II の場合、細胞

播種後 48時間後）、週に 1度の培地交換とした。培地交換は通常、3日毎または

週 2回などの頻度で行われている。胚性幹細胞や人工多能性幹細胞の場合、2日

毎または毎日培地交換が必要で有る。この点から、培地交換を 1 週間に 1 度の

プロトコールでは培養細胞で十分な栄養素が供給されない低栄養環境と考えら

れる。研究 II では、単離時の低栄養環境が SHEDの stemness、特にコロニー形

成能、細胞表面抗原の発現状態と細胞増殖能に及ぼす影響について解析を行っ

た。 

10%FBS 含有培地を使用することにより、初期単離総数が増加させることが

出来た。また、10%FBS 単離群の細胞は、他の FBS 濃度単離群の細胞と比較し

て、高い増殖活性を備えていた。以上の結果より、従来（15%FBS）より低い FBS
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濃度（10%FBS）を用いることにより、細胞ソースである歯髄組織から、より多

くの幹細胞を初期に単離することができ、かつ継代を繰り返すことにより、大量

の細胞を得られる可能性を示唆している。 

The International Society for Cellular TherapyによってMSCsとして具備すべき

免疫学的表現型に関する必須条件（CD105, CD73, CD90が陽性かつ CD34, CD45, 

CD14, HLA-DRが陰性である）が提唱されている［16］。研究 IIのフローサイト

メトリーによる表面抗原の解析により、CFU-F 形成法により単離された SHED

は、いずれの FBS濃度条件下においても MSCsとしての要件を満たしていた。

ただし、CD34の発現に関し、10%FBS単離群では、他の FBS濃度単離群と比較

して有意に増加していた。ヒト BMMSCs では、CD34 に陽性を示す亜集団の存

在が報告されている［65］。また浮遊型 BMMSCs では CD34 に陽性反応を示す

［32］。ところで、マウス骨髄造血系幹細胞 hematopoietic stem cells（HSCs）にお

いて、short-term self-renewing HSCs（ST-HSCs）では CD34陽性を示すが、long-

term self-renewing HSCs（LT-HSCs）では CD34陰性であることが報告されている

［66］。また、LT-HSCsは ST-HSCsと比較して、その多くが細胞周期の G0期を

示すため、細胞増殖率が非常に低いと考えられる［67］。最近、CD34陽性を示す

DPSCsが同定された［68］。CD34陽性 DPSCsは、CD34陰性 DPSCsと比較する

と、細胞増殖率が低く、stemnessの維持が長いことが報告されている。研究 IIで

は、SHED における CD34 陽性の細胞集団を世界で初めて同定した。従って、

CD34陽性を示す SHED集団は、CD34陰性を示す SHED集団と比較して、自己

複製能や細胞増殖能が異なる幹細胞集団である可能性が示唆される。今後、CD34

陽性の歯髄組織幹細胞に関する分化能ならびに stemness に関する、より詳細な

検討が必要と考えられる。 

CD146（別名MUC18, MCAM）は、ヒト melanoma細胞で同定された 113 kDa
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の細胞接着分子である［69］。ヒト BMMSCs や DPSCs、SHED においてもその

発現が報告されている［20, 70］。研究 IIでは、いずれの FBS濃度単離群におい

ても、CD146 の発現が認められた。興味あることに、15%および 10%FBS 単離

群が 5%FBS単離群と比べて有意に増加していた。CD146陽性ヒト BMMSCsや

DPSCs、SHEDは血管周囲に多く観察され、ニッチ形成との関連が示唆されてい

る［23, 70］。また、CD146 の発現低下が細胞老化を促進することが報告されて

いる［71］ことから、CD146 は MSCs の初期のマーカーと考えられている。従

って、15%および 10%FBS単離群の幹細胞は、より早期のMSC集団を多く含ん

でいると考えられる。 

SSEA-4 は奇形がん腫細胞より同定された細胞表面分子であり［72］、胚性幹

細胞や人工多能性幹細胞の多能性幹細胞の初期マーカーとして知られている

［73, 74］。SSEA-4は BMMSCsでもその発現が明らかになっている［75］。SHED

においても細胞表面に発現していることが報告されている［20］。従って、SSEA-

4を発現するMSCsの亜集団は、非常に幼若な集団と考えられる。研究 IIでは、

SSEA-4の発現が、他の濃度の単離群と比べて 10%FBS単離群において有意に増

加していた。従って、10%FBS 含有培地で単離することにより、従来の方法

（15%FBS使用）より、幼若で、stemnessの亢進した SHED群を多く単離するこ

とが可能となったと考えられる。 

自家移植による細胞治療は免疫学的安全性が非常に高いが、一方で細胞ソー

スを得られる機会が非常に限られている。一方、他家移植においては、免疫学的

安全性を担保するために、HLA 表現型が適合するドナーから移植を受ける必要

がある。HLAには 5万通り以上の表現型の組み合わせが存在することを考慮す

ると、個々人に適合する細胞ソースを得る機会には制限がある。すなわち、限ら

れた検体から治療効果の優れた、stemnessを高く維持した歯髄幹細胞を効率良く
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大量に単離する技術開発を行い、得た研究 II の成果は、将来の幹細胞による再

生医療を実現する上で、治療効果の優れた歯髄組織幹細胞の確保に貢献し、歯髄

組織幹細胞を用いた歯髄再生治療の実現に大いに寄与する基盤技術と考えられ

る。  



 71 

§6. 総括 

本研究では、不可逆性歯髄炎由来歯髄組織から間葉系幹細胞を単離し、幹細

胞学的特性と象牙質／歯髄複合体再生能、免疫抑制能の解析を行った。さらに、

得られた細胞を再生医療ソースとして適格化すべく、サイトカインによる能力

の賦活化を試みた。また、より細胞治療効果の高い歯髄幹細胞を効率良く得るこ

とを目指し、単離に最適な FBS 条件の探求を行った。本研究により得られた成

果は以下の通りである。 

 

IP-DPSCsは、 

1. in vitroにて CFU-Fを形成した。 

2. MSCsと同様の幹細胞性を備えていた。 

3. in vitroにて、象牙芽細胞および脂肪細胞、内皮細胞、神経細胞への多分化能

を示した。 

4. in vivoにて、象牙質／歯髄複合体再生能を示した。 

5. 自己複製能を有していた。 

6. 異質性を有する幹細胞集団であった。 

7. 免疫抑制能を有していた。 

8. 健常 DPSCsと比較して、1-7の能力が抑制されていた。 

9. IFN-g前処理によって、in vitroにおける象牙芽細胞が改善した。 

10. IFN-g前処理によって、in vivo における象牙質／歯髄複合体再生能が改善し

た。 

11. IFN-g処理によって、STRO-1陽性率、細胞増殖能が向上した。 

12. IFN-g前処理によって、免疫抵抗性、免疫抑制能が向上した。 

13. IFN-g処理によって、NF-kB シグナル非依存的かつ、テロメラーゼ活性の向
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上を介して機能改善することが示唆された。 

14. TNF-a前処理では、9-13の効果は認められなかった。 

15. 5%、10%、15%のいずれの FBS濃度でも CFU-Fが形成された。 

16. 10%FBS単離群では、15%FBS単離群と比較して有意に形成コロニー数が多

かったが、5%FBS単離群と比べるとコロニー数に差は認められなかった。 

17. コロニー当たりの単離細胞数は、15%FBS単離群と 10%FBS単離群の間で有

意な差は認められなかったが、5%FBS単離群では有意に少なかった。 

18. BrdU取り込み試験にて、5、10、15%FBS濃度の培地で増殖させた場合、い

ずれも 10%FBS単離群が最も高い増殖能力を示した。 

19. The International Society for Cellular Therapyが提唱するMSCsとしての免疫学

的表現型における必須条件を満たしていた。 

20. 10%FBS単離群では他の FBS濃度単離群と比較して、CD34ならびに SSEA-

4陽性細胞率が有意に上昇していた。 

21. 5%FBS単離群では他の FBS濃度単離群と比較して、CD146陽性細胞率が有

意に減少していた。 

 

以上の研究成果より、患歯由来歯髄組織から歯髄組織幹細胞を単離する技術

を確立した。加えて、幹細胞的機能を改善する ex vivo IFN-g治療を開発した。ま

た機能改善を行った自家患歯由来歯髄組織幹細胞を応用した歯髄再生モデルに

おける治療効果を確認した。さらに、CFU-F形成法による単離時の FBS濃度を

10%とし、従来より stemness を高く維持した歯髄組織幹細胞を効率的に得る技

術の開発を行った。今後は、開発した技術を自家移植のみならず他家の歯髄組織

幹細胞を応用した歯髄再生治療の R&D 研究ならびに臨床研究へ展開していく

予定である。  
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