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研究成果の概要：歯髄中の組織幹細胞の特性を明らかにするために、筋分化誘導と歯髄幹細胞

の純化を行った。間葉系幹細胞などで報告のある骨格筋分化誘導系のうち、5-aza-2

‘-deoxycytidine を用いることで、筋管形成と Myosin Heavy Chain の発現が見られた。また、

FACS 解析により、間葉系幹細胞マーカーである Sca-1 と PDGFR を共に発現する細胞が歯髄に存

在し、脂肪、骨といった多分化能を示すことが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、組織中の体性幹細胞･前駆細胞につ
いての報告が様々な臓器、器官についてなさ
れている。成体組織の一部から単離可能なこ
れらの幹細胞は ES 細胞のような倫理的問題
や技術的問題が比較的少なく、拒絶反応のな
い自己臓器移植など再生医療への期待が高
いとされているが、体性幹細胞の持つ分化転
換能などについては細胞により差があると
され、十分には解明されていない。歯を構成
する組織においても組織幹細胞・前駆細胞の
報告がなされており、とりわけ歯髄では歯の
摩耗や治療後の歯髄において象牙質の再生

が起こることが知られている。これまでの研
究で歯髄細胞は骨や脂肪への分化能や
Nestin など初期の神経マーカーの発現が見
られることが明らかとなっている。歯髄幹細
胞が示すこれらの特性は骨髄間葉系幹細胞
に類似していると考えられ、骨髄間葉系幹細
胞に報告されている多分化能を歯髄の幹細
胞もまた備えていると考えられる。これまで
歯髄由来細胞について骨格筋分化の報告は
ほとんどない一方で骨髄間葉系幹細胞の骨
格筋分化能については多くの報告がなされ
ている。本研究ではこのような背景を踏まえ、
歯髄に含まれる幹細胞にも筋細胞への分化
転換能がある可能性を考え、歯髄細胞の骨格
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筋分化を試みるに至った。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

歯髄細胞が将来的には筋肉や歯、骨、神経
などの再生に利用できる多能性組織幹細胞
として、再生医療、幹細胞治療へ利用可能な
幹細胞ソースであることを示すため、歯髄細
胞を用いた筋細胞への分化転換を試みた。ま
た、歯髄幹細胞を効率よく得るために、FACS
を用いた幹細胞分離技術によって歯髄幹細
胞の分離、同定を行った。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）歯髄細胞の単離 

ラット及びマウス下顎切歯より分離した
歯髄をコラゲナーゼ、ディスパーゼによる酵
素処理後培養ディッシュ上に播種し、接着す
る初代培養歯髄細胞を単離する。これらの細
胞の形態を顕微鏡下で観察した。 
 
（２）分化誘導培地による細胞分化の評価 
 単離された歯髄細胞について、低・無血清
培地あるいは 5-aza-2‘-deoxycytidine を用
いた DNAの脱メチル化による筋分化促進を試
みた。 
 
（３）歯髄幹細胞の MyoD-1 強制発現による
筋分化誘導とその評価 

真核細胞で MyoD-1 を発現するコンストラ
クトを作成、細胞に導入し筋分化能を示すか
を検討した。筋管形成など形態変化の観察と
MyoD により誘導される筋管形成にかかわる
蛋白の発現を免疫蛍光染色により細胞を染
色、蛍光顕微鏡下で観察し、筋分化または筋
管形成を評価した。 
 
（４）FACS による歯髄幹細胞の純化 

単離した歯髄細胞から多分化能を有する
細胞を間葉系幹細胞特異的な表面抗原を指
標とした FACSを用いて歯髄幹細胞を純化し、
歯髄幹細胞の分化能について間葉系の分化
誘導を行った。 
 
 
 
４．研究成果 

 
（１）歯髄細胞の in vitro 骨格筋分化誘導 
①無血清培養条件による検討 

無血清培地による筋分化誘導においては
MyoD-1 の発現は分化誘導前に比べ増加傾向
にあったが、筋管形成などの形態的変化は確
認されなかった。しかしながら BMP 受容体に
拮抗的に結合し BMP シグナルを抑制する
Noggin を分化誘導培地に添加し同様の分化
誘導を行ったところ、通常の筋分化条件より
効率良く歯髄細胞を筋系譜細胞へと分化誘
導できる傾向にある可能性を見出した。 

 

 
②MyoD-1 強制発現による筋分化誘導の検討 
 MyoD-1 をコードする cDNA を持つ発現コン
ストラクトを作成し、マウス歯髄細胞へ導入
した。この強制発現系においては無血清培地
による誘導同様、筋管形成などの形態的変化
は見られなかったが、Myogenin の発現誘導が
見られた。 
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図２ 筋分化誘導とNoggin処理による歯髄細胞におけるMyoD mRNA発現変動
（Real Time RT-PCR解析）
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図１ 歯髄細胞の筋分化誘導後mRNA発現変動
（Real Time RT-PCR解析）
と、位相差顕微鏡像
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③脱メチル化促進剤による筋分化誘導 
 5-aza-2‘-deoxycytidine を用い、ＤＮＡ
の脱メチル化による筋分化促進を試みたと
ころ、骨格筋特有の筋管形成と Myosin Heavy 
Chain の発現が見られた。 

 
 
 

これらの結果から、歯髄細胞からの骨格筋
分化にはクロマチン凝集の低下による脱分
化の促進と筋特異的遺伝子発現誘導の必要
性が示唆された。 

 
（２）FACS による歯髄幹細胞の純化 

マウス切歯の歯髄より採取した細胞にお
ける組織幹細胞マーカーの発現を FCMにより
解析した。その結果間葉系幹細胞マーカーで
ある Sca-1 と PDGFRαを共に発現する細胞が
歯髄に存在し、高い増殖能と脂肪、骨といっ
た間葉系細胞への分化能を示すことが明ら
かとなった。 

 

 
 
以上の結果より、歯髄細胞における筋分化

能は歯髄中に存在する高い分化能を持つ間
葉系幹細胞の分化可塑性による可能性が考
えられた。 
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図4 脱メチル化促進剤により筋分化した歯髄細胞の免疫染色
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図5 Sca-1とPDGFRα共陽性歯髄幹細胞のFACS解析と
位相差顕微鏡像
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図6 Sca-1とPDGFRα共陽性歯髄幹細胞の骨・脂肪分化能
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図３ 歯髄細胞のMyoD-1強制発現後mRNA発現変動
（RT-PCR, Real Time RT-PCR解析）
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