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研究成果の概要（和文）：われわれは、ヒト歯髄幹細胞と生理活性物質を組み合わせることによりこれまでにな
い短期間かつ高効率な骨芽細胞誘導法を開発し、マウス頭頂骨臨海骨欠損モデルにてその有効性を報告した。し
かし、移植細胞の生体内での作用機序および大動物における歯髄幹細胞由来骨芽細胞の骨分化誘導能は不明であ
った。本研究では、GFPミニブタ歯髄幹細胞由来骨芽細胞をGFP（-)ミニブタの顎骨欠損モデルに移植し、生体内
での作用（Mode of Action）を明らかにすべく、大動物実験を試みた。そして、ミニブタからの歯髄幹細胞の単
離、培養、さらに3次元培養に成功し、TH添加群において有意な骨形成能を確認できた。

研究成果の概要（英文）：We have developed an efficient osteoblast induction method using human 
dental pulp stem cells in combination with biological active substances, and reported its efficacy 
in a mouse model of parietal bone defect. However, the in vivo mechanism of action of transplanted 
cells and the ability of pulp stem cell-derived osteoblasts to induce bone differentiation in large 
animals were unknown. In this study, we transplanted GFP minipig dental pulp stem cell-derived 
osteoblasts into a GFP(-) minipig jaw bone defect model and performed large animal experiments to 
clarify their mode of action in vivo. We succeeded in isolating and culturing the dental pulp stem 
cells from the minipigs and culturing them in three-dimensional culture, and confirmed significant 
osteogenic potential in the TH-added group.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト歯髄幹細胞は、2000年にGronthosらがヒト歯髄に分化能の高い間葉系幹細胞が存在することを報告し（Proc
 Natl Acad Sci U S A, 2000）、新たな再生医療の細胞源として着目されている。前臨床試験として大動物の顎
骨欠損モデルにおけるヒト歯髄幹細胞の有効性の検討という課題が残されており本研究を遂行した。本研究の成
果は、われわれがこれまで行ってきたヒト歯髄幹細胞の高効率な骨分化誘導法の確立をさらに発展させるのみな
らず、再生工学、口腔外科学等、広い領域に波及効果をもたらすものであると確信している。そして後の臨床試
験に必ずや繋がる研究である。 

※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 
 デンタルインプラントを要する歯牙欠損、歯周病、外傷、腫瘍切除後などの後天性骨欠損、ま
た、口唇口蓋裂を始めとする先天性顎裂欠損や骨形成不全症などの不可逆性の骨欠損に対する
治療は機能的にも審美的にも焦眉の課題であり、その治療法として骨再生療法が注目を浴びて
久しい。従来、骨欠損部位に対する自家骨や人工材料を用いた治療法が選択されてきたが、採骨
部の外科的侵襲や治療成績など多くの課題が残されている。また、これらの問題を解決するべく
ヒト ES 細胞を始めとした幹細胞を用いた再生医療の研究が盛んに行われているが臨床応用に
までは至っていない。そのような中、2000 年に Gronthos らがヒト歯髄に分化能の高い間葉系
幹細胞が存在することを報告し（Proc Natl Acad Sci U S A, 2000）、ヒト歯髄幹細胞が再生医療
の新たな細胞源として注目を浴びている。このヒト歯髄幹細胞は、骨芽細胞誘導能を有すること
は報告されているが、高効率な誘導法は確立されていなく顎骨再建の応用までには至っていな
い。われわれは、ヒト歯髄幹細胞と生理活性物質を組み合わせることによりこれまでにない短期
間かつ高効率な骨芽細胞誘導法を開発し、マウス頭頂骨臨海骨欠損モデルにてその有効性を報
告した。しかし、移植細胞の生体内での作用機序および大動物におけるヒト歯髄幹細胞由来骨芽
細胞の骨分化誘導能は不明である。 
 
２．研究の目的 
 これまでに応募者らはマウス頭蓋骨欠損モデルにおいてヒト歯髄幹細胞由来骨芽細胞による
骨再生療法を確立した。しかし、移植細胞がどのように宿主で作用したのかの Mode of Action
（MOA）は分かっていない。そこで、ドナー細胞が生体内でどのように宿主の骨再生を促すの
かを GFP ミニブタから歯髄幹細胞を採取し、骨芽細胞誘導後に同胞の GFP(-)ミニブタに移植
を行い移植した GFP 細胞の MOA を検討する。 
 
３．研究の方法 
ヒト歯髄幹細胞由来骨芽細胞による in vivo での新生骨形成は確認できたが、移植細胞の生

体内の作用、Mode of Action（MOA）の検討に難渋した。そのため、ヒトに近い大動物の中でも
ミニブタに着目し、移植した際に識別が容易な GFP ミニブタを用いて以下の検討を行った。 
(1) GFP ミニブタの歯髄幹細胞単離・培養および同定 
静岡県畜産技術研究所中小家畜研究センターと MTA を締結し GFP ミニブタを作製した。ヒト

歯髄幹細胞で確立した手法を用いて GFP ミニブタの歯髄細胞を採取・培養し、歯髄幹細胞の単離
に成功した。得られた幹細胞を歯髄幹細胞マーカーである CD29, CD44, CD90、CD14, CD34 の発
現を FACS にて解析し、既存のヒト歯髄幹細胞と比較検討した。 
(2) GFP ミニブタの歯髄幹細胞の自己複製能および多分化能の検討 
① 自己複製能の検討； 

得られた歯髄幹細胞を継代培養し、Cell Counting Kit-8 を用いて細胞増殖能を評価した。 
② 多分化能の検討； 

神経細胞（マーカー：Tuj1, NFM など)、骨細胞（ALP 活性染色法、Alizarin Red 染色法、
骨マーカー遺伝子である ALP、Col1, Osteopntin）、軟骨細胞（マーカー：コラーゲン Type 
II、IX、XI プロテオグリカンなど）、脂肪細胞（Oil Red O の脂肪滴染色など）への分化能
をそれぞれリアルタイム PCR、免疫染色にて検討した。 

(3) 生理活性物質を用いた GFP ミニブタの歯髄幹細胞の高効率な骨芽細胞誘導法の確立 
われわれはこれまでに生理活性物質であるヘリオキサンチン誘導体(TH)をヒト歯髄幹細胞培

養液中に添加することで高効率な骨芽細胞誘導法に成功した。GFP ミニブタの歯髄幹細胞におい
ても TH により短期間かつ高効率に骨芽細胞誘導が可能か否かを検証した。検証方法は、細胞増
殖試験による細胞毒性の評価、ALP 染色、von Kossa 染色及び、リアルタイム PCR による ALP や
Osteocalcin などの発現を評価した。 
(4) GFP ミニブタ歯髄幹細胞由来骨芽細胞の三次元培養法の確立 
 TH 添加/非添加 GFP ミニブタ歯髄幹細胞由来骨芽細胞の三次元培養を行った。スキャフォール
ドには、コラーゲンスポンジ（コラテープⓇ）を用いた。 
(5) 動物実験による三次元骨移植片の骨誘導能に関する検証 
顎骨欠損モデルは、同胞の GFP(-)ミニブタの顎骨に直径 10mm、深さ 3mm の円柱の欠損を
エンジンバーにて作製した。TH 添加 GFP ミニブタ歯髄幹細胞由来骨芽細胞を三次元培養へと導
き、スキャフォールドには、コラーゲンスポンジ（コラテープⓇ）を用いた。コラテープに細胞
を播種後２週間培養し、3次元移植片とした。サンプルは以下の通りである。❶GFP 歯髄幹細胞、
❷GFP 歯髄幹細胞由来骨芽細胞、❸GFP 歯髄幹細胞由来骨芽細胞+TH 添加、❹コントロール。移
植 1カ月後、２カ月後にマイクロ CTにて顎骨を撮影し、各条件での骨再生能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) GFP ミニブタの歯髄幹細胞単離・培養および同定 
 静岡県畜産技術研究所中小家畜研究センターとMTAを締結しGFPミニブタを作製した。



GFP ミニブタの歯髄細胞を採取・培
養し歯髄幹細胞の単離に成功した。
歯髄幹細胞マーカーの発現を FACS
にて解析し、CD29, CD44, CD90 の
陽性、CD14, CD34 の陰性を確認した
（右図）。本結果はヒト歯髄幹細胞の
細胞特性と類似していた。 
(2) GFP ミニブタの歯髄幹細胞の自己

複製能および多分化能の検討 
 GFP ミニブタの歯髄幹細胞におい
て も 神 経 細 胞 マ ー カ ー で あ る
Nestin, Tuj1、NF-M の発現を確認で
きた。また、ALP 活性染色法、Alizarin Red 染色
法、骨マーカー遺伝子であるALP、BSP, Osteopntin
の発現を認め、骨芽細胞誘導能を有することを確認
できた。さらに、確脂肪細胞への分化誘導も Oil 
red O 染色にて確認できた。 
(3) 生理活性物質を用いたGFPミニブタの歯髄幹

細胞の高効率な骨芽細胞誘導法の確立 
 細胞増殖試験（CCK-8）、ALP 染色、von Kossa
染色、リアルタイム PCR による ALP や
Osteopntin の発現を確認し TH 添加群にて非添
加群と比較して優位に促進していることを確認
した（右図）。 
(4) GFP ミニブタ歯髄幹細胞由来骨芽細胞の三次

元培養法の確立 
 スキャフォールドに、コラーゲンスポンジ（コラ
テープⓇ）を用いて TH 添加/非添加 GFP ミニブタ歯
髄幹細胞由来骨芽細胞の三次元培養を行い、コラテー
プ内で細胞が培養可能であることが確認できた（右
図）。 
(5) 動物実験による三次元骨移植片の骨誘導能に関

する検証 
 同胞の GFP(-)ミニブタの顎骨に(4)で作製した
GFP ミニブタ由来 3 次元移殖片を移植した。1 カ
月後、2 カ月後の CT 値および骨塩量より TH 添加
群にて優位な骨形成能を確認できた（下図）。 
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