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研究成果の概要（和文）：低酸素分圧下での培養により、ヒト歯髄組織幹細胞(DPSC)は高い増

殖能を呈し、高齢者からの樹立効率が向上した。また、iPS 細胞への誘導においては、従来の

4 因子、3 因子を用いた方法で DPSC から iPS 細胞を誘導できた。誘導効率は皮膚線維芽細胞

に比べて大きく改善した。 
 
研究成果の概要（英文）：hDPSCs grown under 3%O2, showed significantly higher 
proliferation than those under 21% O2. To improve low efficiency of isolating hDPSCs from 
old patients, we applied hypoxia culture and succeeded in isolation and expansion hDPSCs. 
We evaluated hDPSCs as an optimal source of iPS cells. hDPSCs tested with the 
conventional 3 or 4 reprogramming factors, iPS cells were effectively established. We 
observed significantly more iPS cell colonies with hDPSCs than with the control human 
dermal fibroblasts. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生医学は近年目覚しく発展しており、と
りわけ既に形成されている組織中に存在し
限定的な分化能と増殖能を持つ「組織幹細
胞」の応用が期待され、活発な臨床研究が展
開されている。口腔領域においても、2000

年頃より、歯髄に「組織幹細胞」である歯髄
組織幹細胞(Dental Pulp Stem Cell: DPSC)が含
まれていることが証明され有望な医療資源
として多くの研究が展開されている。 
 我々も今後の再生医療への貢献を目的に、
「智歯歯胚からの組織幹細胞の樹立と分
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化・増殖能の評価」（2006－7 年度、萌芽研
究）の支援を受け、医療廃棄物として処理さ
れていた抜歯後の智歯より150ラインのヒト
智歯由来幹細胞を樹立し、智歯の発生状態が
未熟な形成期の智歯歯髄から得られる DPSC

は、高い増殖能を持つが、継代するにつれ増
殖能・分化能（ステムネス性）が低下するこ
と、継代に伴う遺伝子の変化を DNA ｱﾚｲで網
羅的に検索した所、WNT シグナル(Wnt-16)
やイノシトール三リン酸受容体(ITPR1)の発
現が大きく変化することを明らかにし、幹細
胞の老化（ステムネス性の喪失）にこれらの
遺伝子が関与することを示して来た。 

また、先行する骨髄由来幹細胞の研究に於
いて、低酸素状態での培養がステムネス性維
持に有効であることが示され、我々も、DPSC
を低酸素（3％）・低密度で培養すると、コロ
ニー形成能の増加や増殖能が上がることを
明らかにしつつある。この結果は、採取した
DPSC を良質に維持するのみならず、採取が
困難である高齢者からの幹細胞採取にも応
用可能と考えられ、ヒト DPSCを用いた今後
の再生医療を展開する上で極めて重要なテ
ーマになると考えられる。 
 さらに、近年、ヒトの皮膚細胞から ES 細
胞とほぼ同等能力を有する多能性幹細胞
(iPS)が樹立可能であることが示された。我々
は、ヒト智歯由来 DPSCの高い増殖能に注目
し、iPS細胞の誘導を試み、iPS細胞様コロニ
ーを得、今後の詳細な性状解析および保有す
る多数のラインでの誘導効率・個体差を比較
する材料を得て来ている。 
 
 
２．研究の目的 

我々は、種々の形成段階にあるヒト智歯よ
り DPSCを既に 150ライン樹立・保有し、個
体差の検証を行って来ている。その結果、よ
り未熟な形成期の智歯歯髄から得られる
DPSCは高い増殖能・分化能（ステムネス性：
幹細胞性）を持つが、継代培養により喪失す
ることを明らかにして来た。また、智歯由来
DPSC は、低酸素（3％）、低密度で培養する
ことでコロニー形成能・増殖能が増強するこ
とも明らかにしつつある。更には、京都大学
山中研究室と共同で、智歯由来DPSCから iPS

細胞誘導を試み、iPS 細胞様のコロニーを高
率に得、DPSC が iPS 細胞の源として活用可
能であることが示されつつある。そこで、本
研究では、我々が保有する豊富な DPSCを用
いて、iPS 細胞の今後の大きな課題である個
体差の検討、樹立効率の検証を行うと伴に、
低酸素・低密度培養による検討を進め採取が
困難とされる高齢者からの DPSCの樹立効率
の向上および iPS細胞化を検証し、再生医療
に活用可能な医療資源の開拓を目指す。 
 

３．研究の方法 
ヒト DPSCを高齢者からも効率よく採取可

能にするための方法を見出すために、保有す
る若年者のヒト智歯由来 DPSCを用い、「低
酸素培養が DPSCの増殖・分化能に及ぼす影
響」を検討し、「低酸素培養法を用いた高齢
者からの DPSC採取効率の向上」を目指す。
また、保有するヒト智歯由来 DPSC（歯冠完
成期・歯根完成期）を用い、iPS細胞化を行
い、誘導効率の差異（個体差）の検証を行う。 
 
 
４．研究成果 
（1）低酸低酸低酸低酸素培養素培養素培養素培養でのでのでのでの hhhhDPSC増殖能増殖能増殖能増殖能のののの亢進亢進亢進亢進 

 hDPSCを様々な酸素分圧下(1,3,10と 21％)

で培養したところ、3％酸素下での増殖能が
最も高いことがわかった(A)。そこで 21％と
３％酸素下で比較したところ 3％では初代培
養での細胞定着能が高く(B)、hDPSC が低酸
素・低密度条件において増殖能を亢進するこ
とを認めた。 

      

 

 

（2）長期培養時長期培養時長期培養時長期培養時のののの低酸素低酸素低酸素低酸素がががが増殖能増殖能増殖能増殖能やややや分化能分化能分化能分化能
にににに与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響 

 低酸素培養が hDPSC に与える影響を評価
するため、21％と３％酸素下で継代培養を長
期間行ったが、２つの培養条件間での細胞の
増殖能および細胞形態、骨/象牙芽細胞への分
化能に差は認めなかった。 

 

 

（ 3）低酸素培養低酸素培養低酸素培養低酸素培養をををを用用用用いたいたいたいた高齢者高齢者高齢者高齢者からのからのからのからの
hhhhDPSC樹立樹立樹立樹立 

 高齢者の hDPSC は、若年者に比べて組織
が小さく細胞数が少ないため、樹立に多くの
時間を要する(A,C)。そこで、低酸素培養にて
樹立を試みたところ、初代培養では効率よく
細胞を得ることができ、21％酸素下で採取で
きなかった感染歯からも樹立することがで
きた (B,D)。また低酸素培養で樹立された
hDPSC は骨/象牙芽細胞への分化能を有する
ことを認めた。 

 



 

 

 
 

 

（4）hhhhDPSCからからからから iPS細胞誘導細胞誘導細胞誘導細胞誘導 
 選択した6ラインのhDPSCすべて従来の 3

因子・4因子を用いた方法で、iPS細胞に誘導
することができた。また誘導効率や期間は、
DP75 を除いた 5 ラインでヒト皮膚線維芽細
胞(HDF)に比べ大きく改善した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）hhhhDPSC からからからからのののの iPS 細胞細胞細胞細胞でのでのでのでの ES 細胞細胞細胞細胞ママママ
ーカーカーカーカのののの発現発現発現発現 
 誘導した iPS 細胞は、ヒト ES 細胞に特異
的な遺伝子の発現が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
（6）hhhhDPSCからからからからのののの iPS細胞細胞細胞細胞でのでのでのでののののの多分化能多分化能多分化能多分化能 
    多分化能を解析するため、EB を介した分
化誘導をすると、３胚葉系に細胞に分化する
ことがわかった。次に hDPSCからの iPS細胞
を免疫不全マウスの精巣に移植すると、12週
後に３胚葉の組織を含む奇形腫ができた。こ
れらの結果は、hDPSC からの iPS 細胞が ES

細胞と同等の多分化能を有すること示す。 
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