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研究成果の概要（和文）：埋伏歯抜歯後の組織から歯乳頭，歯小嚢を採取し間葉系幹細胞を分離培養した。両細
胞は同様の細胞増殖能をもち，CD90,CD73,CD105などの幹細胞マーカーが陽性であった。これらの間葉系幹細胞
は骨分化誘導能，脂肪分解能，軟骨分化能を持つ幹細胞であることが示された。両細胞にINF-γ，TNF-αを添加
した結果IFN-γ単独添加で骨誘導が抑制された。さらにIFN-γ誘導性の骨分化能力の抑制がTNF-αでさらに増強
された。本研究により歯乳頭，歯小嚢細胞から幹細胞の分離が可能であること，歯乳頭，歯小嚢由来幹細胞が多
分化能をもつこと，さらにその分化はTh1サイトカインにより調節できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：While a dental papilla and a dental follicle were extracted from the 
organization after extraction of embedding tooth, a separation cultivated the mesenchymal stem 
cells. These cell have cell proliferation ability and stem cell marker of CD90,CD73,CD105 was 
positive. It was indicated that the mesenchymal stem cells is a stem cell with the bone 
differentiation ability, the fat resolution and the cartilage differentiation ability. After INF-γ 
and TNF-α were added to these cells, bone induction was restrained by IFN-γ independent addition. 
More restraint of the bone differentiation ability of the IFN-γ inductivity was reinforced with 
TNF-α. It became clear that the case that this research can separate a stem cell from a dental 
papilla and a dental follicle, These cell have pluripotent, multipotent and that Th1 cytokines is 
able to control more the differentiation.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯乳頭細胞，歯小嚢細胞由来の間葉系幹細胞の生物学的特性，分化能力の違いには不明な点が多い。歯乳頭，歯
小嚢由来の組織から間葉系幹細胞を分離し，骨誘導能，軟骨誘導能，脂肪分化誘導能といった多分化能をもつこ
とを示した。またTh1系の炎症性サイトカインが歯乳頭，歯小嚢由来間葉系幹細胞の骨分化能力を抑制すること
を明らかにした。歯乳頭，歯小嚢由来の間葉系幹細胞における炎症系サイトカインの骨分化能力の調節について
報告はなく，再建医療を中心とした再生医療への応用につながることが考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

幹細胞は，自己増殖能および多分化能を有する細胞と定義され，生体諸組織に分布するこ

とが知られている。とくに，間葉系幹細胞の有する骨芽細胞や軟骨細胞への分化能は再生医

療の中でも，注目されている。骨髄系間葉幹細胞以外にも様々な組織から存在が報告されて

いるが，口腔領域では，歯髄由来の間葉系幹細胞の増殖能や多分化能が報告されている。一

方，智歯や正中過剰埋伏歯は抜歯後，医療廃棄されるため，それら組織からの間葉系幹細胞

の採取は，再生医療による貴重な細胞源となりうる。口腔領域では，歯髄由来の間葉系幹細

胞の増殖能や多分化能が報告されているが，歯乳頭細胞，歯小嚢細胞由来の間葉系幹細胞の

生物学的特性，分化能力の違いには不明な点が多い。口腔領域の治療において過剰埋伏歯は

医療破棄されることがおおく，組織から間葉系幹細胞の採取を行う事が容易であることか

ら再生医療による細胞源となりうると考えた。また一方で間葉系幹細胞は傷害された組織

や炎症を生じた組織において免疫制御機構を発揮することが知られている。特に，口腔内の

炎症組織には，Th1 細胞から誘導される炎症系サイトカインである TNF- IFN- の発現が

認められる。申請者らのグループは現在まで，口腔の組織由来の細胞を樹立し，TNF-, IFN-

の刺激による炎症応答機構を解明してきた。しかしながら歯乳頭，歯小嚢由来の間葉系幹

細胞における炎症系サイトカインの骨分化能力の調節については国内外でも報告はない。

これらの背景から歯乳頭細胞，歯小嚢細胞由来の間葉系幹細胞の生物学的特性，分化能力，

炎症系サイトカインによる分化能の調節機構を検討する本研究の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では，医療廃棄される過剰埋伏歯より歯乳頭，歯小嚢組織を採取し，歯乳頭，歯小嚢由

来の間葉系幹細胞を分離し，生物学的特性や多分化能の比較を行うこと，炎症性サイトカインに

よる分化能への調節機構と新規分化誘導関連遺伝子を明らかにし，再生医療への応用を検討す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞の単離と生物学的特性の比較 

広島大学医歯薬学総合研究科倫理委員会による承認の下で，本研究に対して患者による

同意が得られた患者の埋伏歯抜歯後の組織から歯乳頭，歯小嚢から幹細胞を分離培養し

た。過剰歯から歯小嚢，歯乳頭，歯髄からの間葉幹細胞の単離はBalliniらの方法を用いて

行った。単離された細胞を播種し， 細胞増殖能の解析を行った培養を行った細胞群を12 

well プレートに播種し，2, 4, 6, 8, 10 日毎の細胞数を測定した。 

培養した幹細胞マーカーや，間葉系細胞マーカー発現の解析を，フローサイトメトリー法に

よって行った。 

２）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞の多分化誘導能の比較 

骨分化誘導能の解析 

10％FBS，10 nM dexamethasone，10 mM β-glycerophosphate，100 µM L-ascorbate-2-phosphate

を添加した α-modified minimal essential medium を添加した 10％FBS 含有 α-MEM 培地を用い

て骨誘導を行った。培地交換は 3～4 日おきに行い，誘導培養液に交換後，3 週間培養を継

続した。分化誘導開始から 7, 14, 21 日後，Alizarin Red S 染色を行った。 

軟骨分化誘導能の解析 



細胞を 15ml のポリプロピレンチューブ中に移し，5 分間遠沈し，細胞ペレットを作製し

た。軟骨分化誘導培養液として，1%FBS，10 ng/mltransforming growth factor-β1，1%insulin-

transferrin-selenium（ITS），50 mM ascorbate-phosphate を添加した α-MEM 培地をポリプロピ

レンチューブ中に静かに加え，培養を行った。培養液は 3～4 日おきに交換し，培養は 4 週

間継続した。4 週間後，パラフィン包埋した後，切片を作製し，1%alcian blue solution，

0.1%safranin-O（Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, Germany），抗コラーゲン１抗体を用いた

染色を行った。 

脂肪分化誘導能の解析 

培養した細胞を12 well プレートに播種し培養を行い， 脂肪誘導能脂肪細胞誘導培地に

切り替えた。40 日間培養を続けたのち，オイルレッドO 染色により評価を行った。培地

交換は1 週間に2 回行った。 

 

３）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞におけるサイトカインの分化調節 

歯小嚢，歯乳頭細胞を 24 well プレートに播種し， TNF-単独, IFN-単独，TNF- , IFN-

の同時添加によって骨誘導を行った。分化誘導後，Alizarin Red S 染色を行い，骨誘導能を

比較した。 

 

４．研究成果 

１）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞の単離と他の間葉系幹細胞との生物学的特性の比較 

患者から得られた抜歯後の埋伏歯から歯小嚢，歯乳頭組織を採取し， Ballini らの方法に

よって幹細胞の単離を行った。得られた細胞の生物学的解析を行った。歯小嚢，歯乳頭細胞

は同様の増殖能力を示した。これらの細胞における幹細胞マーカーの解析をフローサイト

メトリー法によって行った結果，CD90, CD73，CD105 などの幹細胞マーカーが陽性であ

ることが示された。これらのことから歯小嚢，歯乳頭細胞から間葉系幹細胞が分離できた。 

２）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞におけるサイトカインの分化調節 

歯小嚢，歯乳頭細胞由来細胞における骨分化誘導能，脂肪分化能，軟骨分化能を検討した。

歯小嚢，歯乳頭細胞由来幹細胞は骨誘導 21 日目で Alizarin Red S 染色の強い陽性を示し，

骨誘導能が示された。歯小嚢，歯乳頭細胞由来幹細胞は軟骨誘導 4 週間後，Alcian blue 染色

陽性，コラーゲン１の陽性を示し，軟骨分化が確認された。また歯小嚢，歯乳頭細胞由来幹

細胞は脂肪誘導 40 日目に脂肪滴の沈着が認められた。これらのことから歯小嚢，歯乳頭細

胞由来細胞は骨分化誘導能，脂肪分化能，軟骨分化能を持つ多分化幹細胞であることが示さ

れた。 

３）歯小嚢，歯乳頭由来幹細胞におけるサイトカインの分化調節 

歯小嚢，歯乳頭細胞由来細胞において IFN-を単独添加することによってコントロールと

比較して骨誘導能が抑制された。一方，TNF-単独では両細胞とも骨誘導能に変化は認めら

れなかった。一方，TNF-，IFN-の同時添加によって歯小嚢，歯乳頭細胞における IFN 誘

導性の骨誘導能が抑制された。これらの結果によって TNF，IFN は歯小嚢，歯乳頭細胞由来

幹細胞の骨誘導能を調節する作用を持つことが明らかになった。 

 

本研究によって歯乳頭，歯小嚢組織から幹細胞の分離が可能であることを証明したまた

歯乳頭，歯小嚢由来幹細胞が多分化能をもつこと，さらにその分化は Th1 サイトカインに

よって調節できることが明らかになった。 
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