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研究成果の概要：分化ポテンシャルの高い幹細胞を利用して、自己の生体組織を再生修復する

新しい治療法が試みられている。これら幹細胞を用いた再生医療は移植に代わる治療法として

社会的なニーズがある。本研究課題では、幹細胞のソースとして歯髄に存在する幹細胞に着目

し、幹細胞の多分化能を分子レベルで解析した。歯髄に存在する幹細胞の有用性を明らかにし、

その可塑性を利用した再生医療のための基礎となる研究を展開した。 
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１．研究開始当初の背景 
体細胞には分化能の高い幹細胞の存在が報告
され、その増殖や分化に関する研究が行われ
ている。ヒト歯髄にも分化能の高い間葉系幹
細胞が存在する可能性が報告されている
(Gronthos, S., 2000)。脱落した乳歯歯髄に
幹細胞が存在していて、マウス皮下という ex 
vivoの条件下で一部の体細胞へ分化するとさ
れている。しかし、歯髄幹細胞の特性につい
て不明な点が多く、分化した細胞が歯髄幹細
胞由来であるかどうかを証明する解析はなさ
れていない。研究代表者らは歯髄幹細胞の特
性について継続的に研究を行ってきた。ラッ
ト歯髄にヒト間葉系幹細胞のマーカーである

STRO-1が発現していることやマウス胚性幹細
胞の未分化幹細胞マーカーである Nanog, 
SSEA-1, Oct-3/4 が発現していることを報告
した(Nozaki, T., 2005)。また、骨髄幹細胞
をさまざまな体細胞へ分化誘導する系を改変
し、歯髄幹細胞の分化へ応用する研究を行っ
てきた。そして、歯髄細胞から骨芽細胞系譜
へ分化誘導できることを報告した(Takeyasu, 
M., Nozaki, T., 2004)。これらの研究成果を
踏まえて、歯髄幹細胞から骨芽細胞系譜だけ
でなく、脂肪細胞、筋細胞、軟骨細胞、神経
細胞系譜への分化誘導を試み、分子生物学的
手法を駆使して歯髄幹細胞の多能性を明らか
にしようと考えた。 
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２．研究の目的 
分化ポテンシャルの高い幹細胞を利用して、
自己の生体組織を再生修復する新しい治療
法が試みられている。これら幹細胞を用いた
再生医療は移植に代わる治療法として社会
的なニーズがある。本研究課題では、幹細胞
のソースとして歯髄に存在する幹細胞に着
目し、幹細胞の多分化能を分子レベルで解析
する。歯髄に存在する幹細胞の有用性を明ら
かにし、その可塑性を利用した再生医療のた
めの基礎となる研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
（１）歯髄幹細胞の特性に関する解析 
① 歯髄幹細胞の初代培養系を構築する。 
② リアルタイムPCR (ABI StepOneTM Real T
ime PCR System) による幹細胞マーカー
のmRNA発現を定量的に解析する。未分化
幹細胞マーカーとしてNanog, Oct-3/4(P
ou5F1), Sox2の発現を調べる。プライマ
ーはPerfect Real Timeサポートシステ
ム（タカラバイオ）で設計、合成する。 

 
（２）歯髄幹細胞の多分化能に関する解析 
骨髄幹細胞のin vitro分化誘導系を改変して
歯髄幹細胞に適用し、分化誘導系を構築する。
分化程度の評価法を構築し、分化誘導を試み
る。 
① 分化誘導剤としてN-2 Plus Media Suppl
ement、EGF、FGFを添加し、神経細胞系譜
への分化誘導を行う。分化誘導過程で経
時的に総RNAを調製し、Nestin (Nes)、g
lial fibrillary acid protein (Gfap)、
tubulin-βIII（Tubb3）、microtubule-
associated protein 2(Map2)についてリ
アルタイムPCRによるmRNA発現を定量的
に解析する。ウエスタン法を用いてNest
inタンパク質の発現量を解析する。 

② 分化誘導剤として、3-isobutyl-1-methyl
xanthine (IBMX)、 Insulin、 Dexametha
soneを添加し、脂肪細胞系譜への分化誘
導を行う。Oil Red Oを用いて脂肪滴を検
出する。分化誘導過程で経時的に総RNAを
調製し、GeneChipTM(Affymetrix社) 解析
による約30,000遺伝子の網羅的発現解析
を行う。発現変動する遺伝子のpathway
解析を行う。発現に差異のあった遺伝子
についてリアルタイムPCRを用いてmRNA
発現を定量的に解析する。 

 
４．研究成果 
（１）5週齢雄性 Wistar 系ラット下顎切歯か
ら麻酔下で無痛的に歯髄組織を摘出し、初代
培養系を構築した。すなわち、歯髄組織はリ
ーマー25mm、#10 で摘出し、タイプⅠコラゲ
ナーゼと dispase を含んだ PBS(-)で 50 分、

37℃で処理した。分散した細胞は Lab-TekⅡ
チャンバースライドに播種した。初代細胞ス
ターティング培地(MF-start, TOYOBO)で培養
を開始し、37℃、5%CO2で 24 時間維持した。
リアルタイム PCR による解析から Nanog、 
Oct-3/4、 Sox2 の Ct 値は、37.4、 37.9、 25.9
であった。コピー数が分かっているプラスミ
ドによる希釈系列から、これら未分化幹細胞
マーカーは 10 コピー以上発現していること
がわかった。 
 
（２） 
①神経幹細胞マーカーである Nes の発現は、
分化誘導前（0W）と比べて分化誘導 2週後（2W）
で 68.1%に減少した。グリア細胞分化マーカ
ーである Gfap の発現は、0W と比べて 2W で
127.5%に増加した。 幼若神経細胞分化マー
カーである Tubb3の発現変動は認められなか
った。成熟神経細胞分化マーカーである Map2
の発現は、0W と比べて 2W で 61.8%に減少し
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
図 1 神経分化マーカーの発現変動 
 
Nestin タンパク質の発現は、分化誘導前（0W）
と比べて分化誘導 2 週後（2W）で 12.4%に減
少した(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  Nestin の発現変動 
 



ラット歯髄の初代培養細胞に神経幹細胞マ
ーカーである Nes の発現が認められ、神経幹
細胞の存在が示唆された。分化誘導に伴い、
Nes の発現が減少し、Gfap の発現が増加した
ことから、この分化誘導系においてグリア細
胞系譜への分化が示唆された。 
 
（３）脂肪細胞系譜へ分化誘導過程でOil Red 
O を用いて脂肪滴を検出し、脂肪細胞分化の
指標とした（図 3）。左は分化誘導前(a：0W)
と分化誘導後 1、2、3週(b-d：1,2,3 W)にお
ける Oil Red O 染色を示す。矢印は細胞質に
ある Oil Red O に濃染する脂肪滴を示す。ス
ケールバーは 100 μm を示す。 右は脂肪滴
の定量的変化を示す。値は 4個の測定値の平
均値 ± 標準誤差を示す。*は分化誘導前と
比較して統計的有意差を示す(*p<0.05)。 

 

 

図 3 分化誘導による脂肪滴の経時的観察 

 
脂肪細胞系譜へ分化誘導過程で経時的に総
RNA を調製し、GeneChipTM(Affymetrix 社) 解
析による約 31,042 遺伝子の網羅的発現解析
を行った。遺伝子発現プロファイングより、
有意に(p<0.01)2 倍以上変動している遺伝子
3418 個を得た。分化誘導前（0W）に対し、分
化誘導後 1、 2、 3W で Up-regulation して
いる割合は各々10.6、 6.6、9.7%であり、
Down-regulation している割合は各々11.0、
6.9、11.6%であった（図 4）。0W（X 軸）に対
する、分化誘導後 1、 2、 3W（Y 軸）の値を
各々プロットした。青線は2倍の変動を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Scatter plot  
 
有意に変動している遺伝子 3418 個の変動パ
ターンからヒートマップ図を作成した（図 5）。
左から分化誘導前（0W）、分化誘導後 1、 2、
3W を示す。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ヒートマップ 
 

 
ヒートマップ図から 10 個のクラスターに分
類した。各クラスターの変動パターンを図 6
に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 クラスター分類 
 
各クラスターについて pathway 解析を行っ
た。クラスター（3）には 156 個が含まれ、
PPAR gamma pathway 上に存在する遺伝子の
発現変動が特徴的に観察された（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 PPAR gamma pathway 
 
リアルタイム PCR 解析で PPAR gamma pathway
上に存在する Ppar gamma、 C/EBP family、 
および Fabp4(aP2)は 1W で発現が上昇してい
た（表 1）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
表１脂肪分化マーカーの発現変動 
 
RT-PCR による電気泳動においても同様の発
現パターンを確認した（図 8）。 
 

図8 RT-PCRによる発現変動 
 
歯髄細胞はin vitro分化誘導系で神経細胞
系譜および脂肪細胞系譜へ分化できること
を明らかにした。脂肪細胞系譜への分化には
PPAR gammaシグナル伝達経路の関与が示唆
された。研究代表者がこれまで報告していた
歯髄細胞の骨細胞系譜への分化と合わせて、
歯髄細胞の多分化能を有することを示した。
また、歯髄細胞で未分化幹細胞マーカーであ
るNanogおよび OCT-3/4の発現を明らかにし
た。 
 
今後の展望を踏まえ、ラット歯髄の初代培養
細胞を用いて内胚葉組織への分化転換のた
めの予備的実験を行った。アルカロイドCycl
opamine、2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1
-benzopyran-4-one(LY-294002)およびWortm
anninを各々添加し、転写因子Pdx1の発現の
誘導を試みたが、添加後1週間までPdx1の発
現誘導は認められなかった。次に真核細胞で
Pdx1を発現するベクターを構築した。Pdx1の
coding region(852bp)のN末端に真核生物の
Kozac配列を挿入したDNAを合成した。歯髄細
胞への遺伝子導入ベクターには、 IRES配列
を含み、クローン化された目的遺伝子とZsGr
een1の翻訳領域の双方が一分子のmRNAから
翻訳され、緑色蛍光を発する細胞の100%が目
的遺伝子を発現できる系を用いた。分化能を
評価するために分化誘導過程で経時的に総R
NAを調製し、リアルタイムPCRを用いて内分
泌系細胞への分化制御に関わる遺伝子の発
現を調べた。導入3日後にPdx1の顕著な発現
を認め、導入8日後にその発現は9.2%に低下
した。抗Pdx1抗体による免疫蛍光染色におい
て、G418選択下で導入3日後に緑色蛍光を発

する細胞が観察された。導入3、 8日後にお
いて内分泌前駆細胞マーカーであるNgn3の
発現誘導は認められなかった。また、膵島を
構成する細胞マーカーであるglucagon、insu
lin、 pancreatic polypeptideの発現誘導は
観察されなかった。一方、somatostatinの発
現は、導入3日後に約7倍の発現誘導が認めら
れた。この実験系で内分泌細胞系譜へ分化で
きる可能性が示唆された。内分泌細胞系譜へ
の分化には、Pdx1に加えて転写因子Ptf1a、 
Ngn3の発現を制御する必要があり、今後の課
題とした。 
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