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研究成果の概要（和文）：近年、歯髄から得られる歯髄幹細胞は歯科領域のみならず、全身疾患

への有効性も報告され、注目を集めている。本研究では、非侵襲的に容易に採取可能である乳

歯歯髄細胞に特に注目して、その特性の検討を行った。その結果、乳歯歯髄細胞は幹細胞特性

を有し、高い増殖能を示し、骨・象牙質形成能を有することが明らかとなった。乳歯が歯槽骨、

象牙質の再生に有用な細胞源となりうることが示されたことから、今後乳歯歯髄を用いた新規

う蝕・歯周治療法の開発が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) have been 
identified as a novel population of stem cells. In this study, we focused on the characterization 
and possibility of mineralized tissue regeneration using SHED. These results suggested that 
SHED possesses adequate osteogenic/odontogenic capacity and is able to provide enough 
number of cells for clinical application easily because of high proliferation capacity. SHED 
that is generally discarded as medical waste and can be obtained without any invasion could be 
useful cell source for mineralized tissue formation. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、再生医療は失われた組織、臓器に対す
る治療法として注目を集め、人工材料を用い
た修復治療や臓器ドナー不足等の問題を抱
えている移植治療に代替する医療として、進
歩を続けている。現在、実際に臨床応用され、
実用化されている再生医療としてあげられ
るのは、間葉系幹細胞を用いた骨軟骨疾患治
療、造血系幹細胞を用いた白血病治療などの
体性幹細胞を用いた方法である。申請者らは

これまでに骨髄由来未分化間葉系幹細胞
（BMMSCs）を応用して骨再生技術を開発し、
名古屋大学医学部倫理委員会承認後、歯周病
やインプラントなどへ臨床応用を行い、良好
な結果を得ている（Tissue Eng Part A: 
14(10): 1699-1707, 2008）。幹細胞供給源と
しては、骨髄や臍帯血があげられるが、ドナ
ーへの侵襲・負担面での問題や、骨髄は加齢
に伴い幹細胞数が減少することなど適応が
限られていることなどから充分な量が確保
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されているとは言い難く、幹細胞の新たな供
給源の確立が求められてきている。一方、歯
科領域においては、歯周疾患に対する治療と
して歯周組織再生療法があげられるが、いま
だ適応範囲に限界があることや効果が不確
実であることなどから、さらなる改善が求め
られている。また、う蝕治療に関しては、元
来の人工材料を用いた修復治療の域を脱し
ておらず、二次う蝕になりやすいことや無髄
歯は破折のリスクが高いことなどの問題が
ある。 
 
２．研究の目的 
近年、歯髄には間葉系幹細胞である歯髄幹細
胞 Dental pulp stem cells (DPSCs)が存在
することが報告されている
(PNAS97:13625-30, 2000, PNAS 
100:5807-5812, 2003)。これまで、永久歯
DPSCsの研究が進められ、DPSCsは骨芽細胞、
象牙芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞などへの多
分化能を有し、骨髄由来幹細胞と同等に間葉
系幹細胞特異的な表面抗原を発現している
ことが明らかにされている(Biomaterials 
27(20):3766-81,2006)。また、in vivo にお
いてDPSCsを移植することにより象牙質様組
織や骨様組織が新生されることが報告され
ている。そこで、申請者は永久歯よりも細胞
源としての利点が多い乳歯の歯髄幹細胞
SHED の特性について解析し、象牙質・歯髄複
合体および歯槽骨等の顎顔面領域の組織再
生への応用を検討することにより、現存する
人工材料を用いた修復治療ではなく、自己の
細胞を用いた安全かつ効率的な新規治療法
の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト歯髄幹細胞培養：名古屋大学医学部
倫理委員会の承認後、患者への説明と同意を
文書にて得て、ヒト抜去乳歯および永久歯
（智歯等）より歯髄組織を摘出後、酵素処理
により、通法に従って歯髄幹細胞 SHED およ
び DPSCs を単離・培養した。 
 
(2) 歯髄幹細胞特性の検討：フローサイトメ
トリーにて、SHED および DPSCs の幹細胞表面
マーカーの発現について、比較検討した。ま
た、同細胞を用いて、間葉系幹細胞マーカー
の一つと報告されている STRO-1 の免疫染色
を行った。さらに、BrdU 細胞増殖アッセイに
より、増殖能を比較検討した。 
 
(3) 遺伝子発現の比較：SHED の特性を検討す
るため、SHED および DPSCs より RNA 調製を行
い、DNA マイクロアレイ法（Agilent 
Expression Array）を用いて、両者間の遺伝
子発現の比較を網羅的に行った。データはパ
スウェイ解析の手法を用いて、ターゲット遺

伝子を探索した。さらに、抽出されたターゲ
ット遺伝子について、定量的 RT-PCR 法を用
いて、両者における遺伝子発現の差の確認を
行った。 
 
(4) 骨・象牙質分化能の検討：SHED および
DPSCs を硬組織分化誘導培地にて培養後、
alizarin red 染色および Von Kossa 染色を行
った。さらに、分化誘導後経時的に RNA を抽
出し、骨芽細胞および象牙質特異的遺伝子の
発現について、定量的 PCR 法を用いて比較検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) 歯髄幹細胞特性の検討 
フローサイトメトリー分析では、SHED は
DPSCs および BMMSCs と同様に CD13, CD29, 
CD44, CD73等の間葉系幹細胞マーカーの発現
が認められたのに対し、CD14, CD45 等の造血
系幹細胞マーカーの発現はほとんど認めら
れなかった。STRO-1 の免疫染色では、各細胞
ともに陽性細胞の存在が確認された。また、
BrdU 細胞増殖アッセイによる増殖能の検討
では、SHED が DPSCｓおよび BMMSCs と比較し
て有意に増殖能が高いことが明らかとなっ
た。 
 
(2) 遺伝子発現の比較 
DNAマイクロアレイ法によりSHEDとDPSCsの
遺伝子発現比較を行ったところ、SHEDと DPSC
ｓにおいて2倍以上発現に変動が認められた
のは 4386 遺伝子であった。gene ontology 解
析の結果、SHED において extracellular 
matrix 、developmental process の機能を持
つ遺伝子群が特に高発現していることが明
らかとなった。またパスウェイ解析の結果、
細胞増殖に関わるパスウェイが有意に変動
しており、 等の成長因子や、Col 
I, Col III 等の細胞外マトリックスが関与し
ていることが示された。 
 
(3) 骨・象牙質分化能の検討 
SHED、DPSCs ともに alizarin red 染色および
Von Kossa 染色陽性を示したことから、SHED
の硬組織形成能が示唆された。また、硬組織
分化誘導後に骨および象牙質関連遺伝子
(ALP、Runx2、Osteocalcin、DMP-1、DSPP)の
発現を比較検討したところ、SHED、DPSCs と
もに非誘導コントロールと比較して経時的
に骨・象牙質関連遺伝子の発現の上昇を認め
た。また、両細胞間に発現量の有意差は認め
なかったことから、SHED は DPSCs と同等の
骨・象牙質形成能を有することが示唆された。 
 
以上の結果より、SHED は増殖能が高い特性
をもち、骨・象牙質形成能を有することか
ら、歯槽骨、象牙質の再生に有用な細胞源



 

 

となりうることが示された。乳歯に含まれ
るこれらの幹細胞は非侵襲的に容易に採取
可能であり、倫理上の問題も少なく安全性
が高いという利点があることから、再生医
療にとって将来有望な細胞源になり得るこ
とが示唆される。 
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