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研究成果の概要（和文）：マウス背部の皮弁虚血再灌流傷害モデルを用いて、歯髄幹細胞培養上清が皮弁の血流
を増加させ、壊死領域を縮小させる効果を明らかにした。またin vitro系では細胞生存率のを上昇させる効果
や、細胞死を抑制する効果を示した。
歯髄幹細胞培養上清は皮弁血流を改善し、治癒を促進する可能性があると考えられた。このような治療メカニズ
ムとして、歯髄幹細胞培養上清の細胞保護、抗アポトーシス、抗炎症、抗酸化ストレスといった多面的な作用が
奏効したものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using a mouse dorsal flap ischemia-reperfusion injury model, we demonstrated
 the effect of  dental pulp stem cell conditioned medium on increasing the blood flow to the flap 
and reducing the necrotic area. The therapeutic mechanism was thought to be the multifaceted effects
 of dental pulp stem cell conditioned medium, including cytoprotection, anti-apoptosis, 
anti-inflammation, and anti-oxidative stress.

研究分野： oral and maxillofacial surgery
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では歯髄幹細胞由来因子による皮弁再建後の治癒促進法の可能性を提示した。新たな治療法が確立される
ことで、大掛かりな設備を必要とせず、費用のかからない新たな組織再生・修復が可能になる。この方法は皮弁
生着を改善させるという目的に使用できるだけでなく、組織の再生・修復過程にあるあらゆる病態において応用
でき、さまざまな創傷治癒、再生医療における普遍的な治療法を提供するものと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
1) 再建手術での問題点 

口腔癌に対しては集学的治療が行われている。免疫チェックポイント阻害剤などの新たな
治療が開発、普及しつつあるが、現在でも治療の主体は手術である。口腔癌の手術では解剖
学的な複雑さと機能の重要性から血管柄付き遊離皮弁を用いた再建がされることが多い。
血行動態の改善に焦点をおいた工夫がなされ、再手術を必要とする失敗例は 5％以下とい
われている。しかしながら、再手術とはならないまでも皮弁の部分壊死や創の離開、術後感
染などのトラブルをしばしば経験する。その原因は欠損形態の複雑さのために皮弁が部分
的に血流不良に陥ることや、虚血再灌流障害を生じるためと考えられる。このようなトラ
ブルのためにリハビリテーションの開始が遅れたり、入院期間が延長したりするというこ
とは口腔癌治療に携わる臨床医であれば必ず経験することである。組織の生着をより早期
に、確実にする治療法の開発が望まれている。 

2) 歯髄幹細胞由来因子の多面的な効果 
 申請者は過去の研究でマウス心虚血再灌流モデルを用いて歯髄幹細胞無血清培養上清が
血再灌流傷害を軽減することを報告した。その治療メカニズムとして、歯髄幹細胞が放出
するパラクライン因子群が炎症反応と細胞死を抑制する効果をもつことを明らかにした。
また、われわれの研究グループでは肺・腎・肝・骨・関節・脳・脊髄といった全身の器官・
組織において、歯髄幹細胞由来因子が抗炎症・細胞死抑制・線維化抑制・血管新生などの多
面的な機能により組織再生・修復を促進することを明らかにした。さらに歯髄幹細胞が
放出する因子は培養の条件により量、質ともに変化することが分かっており、無血
清、低酸素、伸展刺激などの過酷な環境への暴露で組織再生・修復に有用な因子が
放出されることが明らかになってきている。 

 
２．研究の目的 
 動物モデルを用いて、歯髄幹細胞由来因子が皮弁の生着に与える効果を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1) 歯髄幹細胞培養上清の調整：歯髄幹細胞を異なる酸素濃度（21％および 1％）で培養し、培

養上清を回収した。 
以下の実験において、実験群はコントロール群（細胞培養培地 DMEM）、N-CM 群（21％酸素濃
度で培養した歯髄幹細胞の培養上清）、H-CM 群（1％酸素濃度で培養した歯髄幹細胞の培養
上清）を設定した。 

2) マウス皮弁虚血再灌流傷害モデルに対する歯髄幹細胞培養上清の効果の検討（in vivo 実
験）： 
マウスの背部に 3×1.5cm の皮弁を挙上し栄養動脈をクランプ・解除することで虚血再灌流
モデルを作製した。モデルの再灌流時に、歯髄幹細胞培養上清（N-CM および H-CM）500μL
を尾静脈より投与した。７日後に背部皮弁の壊死・生存領域を観察し、画像解析により定量
的に評価した。またレーザースペックルイメージングで皮弁の血流を観察し、画像解析に
より定量的に評価した。皮弁における細胞のアポトーシスを TUNEL 染色法で観察し定量評
価した。皮弁辺縁部の組織を採取、RNA を抽出し、炎症性サイトカイン遺伝子の発現をリア
ルタイム定量 RT-PCR 法で評価した。 

3) ヒト表皮細胞に対する歯髄幹細胞培養上清の効果の検討（in vitro 実験） 
ヒト皮膚ケラチノサイト株（NHEK）を低酸素培養し、歯髄幹細胞培養上清が細胞生存、細胞
死に与える影響を TUNEL 染色法、WST-8 法で評価した。また低酸素培養により酸化ストレス
を惹起し、歯髄幹細胞培養上清がスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）産生に与える影
響を評価した。 

 
４．研究成果 
1) In vivo 系 

マウス皮弁虚血再灌流傷害モデルにお
いて、N-CM 群、H-CM 群の皮弁壊死領域
はコントロール群に比べて有意に小さ
く（右図）、レーザースペックスイメージ
ングによる血流評価では N-CM 群、H-CM
群はコントロール群よりも血流が豊富
であることが明らかになった。TUNEL 染
色では N-CM 群、H-CM 群の TUNEL 陽性細
胞が有意に少なく、細胞のアポトーシス
が抑制されていることが明らかになっ
た。さらに、炎症性サイトカイン（TNF-α、IL-1β、IL-6）の遺伝子発現は N-CM 群、H-CM



群で有意に低下しており、炎症が減弱していることが示された。 
2) In vitro 系 

NHEK を用いた実験では低酸素培養後の細胞生存率が N-CM 群、H-CM
群で有意に上昇しており、また、NHEK の TUNEL 陽性率が N-CM 群、
H-CM 群で有意に低下していた（右図）。SOD アッセイでは N-CM 群、
H-CM 群において SOD 活性が上昇しており、抗酸化ストレス作用が
惹起されていることが示唆された。 

3) 結果のまとめ 
マウス背部の皮弁虚血再灌流傷害モデルを用いて、歯髄幹細胞培養
上清が皮弁の血流を増加させ、壊死領域を縮小させる効果を明らかにした。その治療メカ
ニズムとして、歯髄幹細胞の細胞保護、抗アポトーシス、抗炎症、抗酸化ストレスといった
多面的な作用が奏効したものと考えられた。 
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