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研究成果の概要（和文）：細胞の分化転換に、ミトコンドリア活性が関与することが明らかにされつつありま
す。しかし、分化転換時のミトコンドリア活性化機構の全容は解明されていません。私達は、高増殖能と多分化
能を有するヒト脱落乳歯由来幹細胞を分化モデルとして、分化転換時のミトコンドリア活性化機構の解析を行い
ました。ヒト脱落乳歯由来幹細胞の神経細胞へ分化させて、分化前後で遺伝子の発現を比較した結果、いくつか
のミトコンドリア活性調節に関わる遺伝子の発現が変動する事がわかりました。これら遺伝子が、ヒト脱落乳歯
由来幹細胞の分化転換を制御している可能性が考えられます。

研究成果の概要（英文）：It is becoming evident that mitochondrial activity is involved in cellular 
differentiation. However, the entire mechanism of mitochondrial activation during differentiation is
 still elusive. We analyzed the mechanism of mitochondrial activation during differentiation using 
stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED), which have high proliferative and 
multilineage differentiation potential, as a differentiation model. We compared gene expression 
before and after SHED differentiation into neurons and discovered that the expression of several 
genes involved in mitochondrial activity regulation was altered. Therefore, these genes may have a 
role in SHED differentiation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ヒト脱落乳歯由来幹細胞　細胞分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、ヒト脱落乳歯由来幹細胞を始めとした幹細胞を用いた組織・器官の再生医学を促進する基盤デ
ータになると考えます。近年の研究により、ミトコンドリアの機能低下が様々な難病の病態と関係することが明
らかになってきました。しかし、その多くで有効な治療法が開発されていません。本研究成果は、これら難病の
新規病態解明や治療法開発に応用可能であると考えます。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
  個体の発生過程では、細胞が増殖を繰り返しやがて分化することで組織・器官が形成されま
す。この細胞の増殖から分化への転換には、ミトコンドリア活性の亢進が関与していることが明
らかになってきました。ミトコンドリアから産生される ATP や活性酸素種による、遺伝子の発現
変動や細胞の形態変化が、細胞の増殖から分化への転換に必須であると考えられています。 
  私達は、ヒト脱落乳歯由来幹細胞 (SHED: Stem cells from human exfoliated deciduous 
teeth)を用いて、ミトコンドリア活性と細胞分化について研究を行ってきました。SHED は高い
増殖能と多分化能を持ち、調製に遺伝子導入を必要としないため、癌化の恐れが低く、安全性の
高い細胞移植治療への可能性を秘めた幹細胞です。また iPS 細胞 (Induced pluripotent stem 
cells)や ES 細胞 (embryonic stem cells)の目的細胞への分化には胚葉分化を経る複雑な過程
が必要ですが、SHED は目的の細胞に直接分化誘導が可能なため、分化前後のミトコンドリア活
性を比較するような研究に最適な幹細胞です。 
  私達は、SHED の神経細胞分化誘導後、継時的にミトコンドリア活性が亢進することや、ミ
トコンドリア呼吸阻害剤が神経細胞分化を阻害することを明らかにしていました （Kato et. 
al., Cell Struct. Funct. 2017）。さらに、ミトコンドリア活性低下が病因のミトコンドリア病
の一種の Leigh 脳症患児由来 SHED は、ミトコンドリア活性が低く、骨芽細胞への分化が低下し
ていることを明らかにしていました (Kato et. al., BBRC 2017)。 
  分化に伴いミトコンドリア活性は亢進することから、分化への転換時にミトコンドリア活
性を亢進する機構の存在が考えられますが、その全容は明らかにされていません。そこで本研究
では SHED を細胞モデルとして、分化へと転換する際のミトコンドリア活性制御に関わる機構の
解析を行いました。 
 
２．研究の目的 

  本研究では、細胞増殖から分化への転換時に特異的なミトコンドリア活性制御機構を解明
することを研究目的としました。 
  高増殖能と多分化能を持ち、目的細胞へ直接分化可能な SHED を活用して解析を進めました。
細胞増殖から分化への転換時の遺伝子発現を解析し、分化時特異的に発現しミトコンドリア活
性に関わる因子群の同定を研究の柱とし、ミトコンドリア活性を視点とした細胞分化機構の解
析を行いました。 
   
３．研究の方法 
(1) SHED の調製と培養 
  乳歯から歯髄を単離し、SHED を調製しました。SHED は増殖用培地 (5%ウシ胎児血清 [Sigma-
Aldrich]、100 μM L-ascorbic acid 2-phosphate [富士フイルム和光純薬]、250 μg/mLファ
ンギゾン [ThermoFisher Scientific]、100 U/mLペニシリン [ThermoFisher Scientific]、100 
μg/mL ストレプトマイシン[ThermoFisher Scientific]を含む Eagle's Minimal Essential 
Medium, Alpha Modification [ナカライテスク])中で、37℃、5%CO2 の条件で培養しました。 
  SHED を用いた研究は、九州大学のヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針に従って
行いました（許可番号 678−03）。 
 
(2) SHED の神経細胞分化 
  5x105個の SHED を 10 cm培養皿に播種し、増殖用培地で 1日培養しました。培地を増殖用培
地から、分化培地①（1% N2 supplement [ThermoFisher Scientific]、20 ng/ml basic fibroblast 
growth factor 2 [Peprotech]、20 ng/ml epidermal growth factor [Peprotech]を含む



 

 

Dulbecco's Modified Eagle Medium [ナカライテスク])に交換し、2日間培養しました。その後
分化培地①を②（2% B27 supplement [ThermoFisher Scientific]、1 mM dibutyryl-cAMP [ナカ
ライテスク]、0.5 mM 3-isobutyl-1-methyl-xanthine [富士フイルム和光純薬]、200 μM 
ascorbic acid [ナカライテスク]を含む neurobasal medium [ThermoFisher Scientific])に交
換し、5 日間培養して神経細胞を調製しました。 
 
(3) 遺伝子発現解析 
  細胞を回収し、全 RNA を RNeasy mini kit (Qiagen)で調製しました。mRNAシークエンスお
よび定量的 PCR を行い、神経分化前後の SHED の遺伝子発現を比較しました。またウェスタンブ
ロッティングを行い、mRNA シークエンスと定量的 PCR で発現が変動した遺伝子のタンパク質レ
ベルでの発現を解析しました。 
 
４．研究成果 
  mRNA シークエンス法で神経細胞分化前後の SHED の網羅的な遺伝子発現解析を行いました。
その結果、いくつかのミトコンドリア活性調節に関わる遺伝子の発現変動が分化前後で確認さ
れました。 
  mRNA シークエンス法で同定された遺伝子の発現を、定量的 PCR とウェスタンブロッティン
グで再検証しました。その結果、一部の遺伝子は mRNA シークエンス、定量的 PCR、ウエスタン
ブロッティングの結果が一致しませんでしたが、大部分は再検証することができました。これら
の SHED の神経分化にともない発現が変動する遺伝子群が、分化時のミトコンドリア活性を制御
している可能性が考えられます。 

  本研究の成果は、細胞増殖から分化への転換機構に関する基盤データを提供し、組織・器官
の再生医学を促進すると考えます。加えて、本研究で同定された因子群は、ミトコンドリア機能
低下により引き起こされる疾患の創薬ターゲットとして活用可能であると考えます。 
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