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研究成果の概要（和文）：限界希釈法にてヒト乳歯歯髄細胞（HDDPC）をsingle cell化した後、幹細胞特異的遺
伝子の発現をRT-PCR法にて調べた結果、cell cloneによってアルカリホスファターゼ（ALP）等の幹細胞特異的
遺伝子の発現様式が異なることが判った。さらに、HDDPCへの山中因子の繰り返し遺伝子導入による幹細胞様細
胞への分化転換誘導実験の結果、４回目の遺伝子導入でALP陽性細胞の出現を確認できたことから、HDDPCから幹
細胞様細胞への誘導が成功したと考えられる。一方、HDDPC由来iPS細胞の高度未分化誘導、続く、胚様体形成
後、独自の器官培養の結果、三胚葉性の高度に分化した細胞の発生を認めた。

研究成果の概要（英文）：Human deciduous dental pulp cells (HDDPC) were prepared as single cells by a
 limiting dilution method, and the expression of stem cell-specific genes was examined by RT-PCR. 
The results showed that the expression patterns of stem cell-specific genes such as alkaline 
phosphatase (ALP) differed among the cell clones tested. Furthermore, when we performed repeated 
gene transfer of Yamanaka’s factors into HDDPC to generate stem cell-like cells, just prior to iPS 
cell formation, there observed the presence of ALP-positive cells after the fourth gene transfer. 
This suggests that HDDPC can be induced to generate stem cell-like cells.
On the other hand, we successfully obtained a cell mass with 3-D structure comprised by highly 
differentiated cells, when naive iPS cells are induced to form embryoid bodies (EBs) and these EBs 
were subjected to organ culture system which had been developed in-house. 

研究分野：小児歯科

キーワード： 遺伝子工学的手法　アルカリホスファターゼ　ヒト乳歯歯髄細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療では、自己再生能と分化能を有する幹細胞が重要な役割を果たす。脱落乳歯や智歯、矯正治療のために
便宜的に抜歯される永久歯から採取される歯髄細胞は、組織再生のための有望な細胞ソースと考えられている。
本研究により、ALP(+)HDDPCが多能性幹細胞の特性を有し、それが歯形成に関与する能力が歯組織再構成実験か
ら証明されれば、歯学分野、その他の基礎研究分野への波及効果は大いに期待できる。

※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 
再生医療には、自己増殖能と分化能を有する幹細胞が必要である。幹細胞は胚性幹細胞
（embryonic stem cells；以下、ESC）、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells；以下、
iPSC）、体性幹細胞（somatic stem cell；以下、SSC）に大別される。ESC、iPSCは高度な多分化
能を有するが、いずれも移植後の潜在的な腫瘍化の可能性があり、また、ESCは倫理的問題を
孕む。一方、SSCは体細胞で構成される組織内に存在し、潜在的な腫瘍化もなく、且つ、ESC、
iPSC に較べれば、分化能は概ね限定的である。例えば、骨髄由来の間葉系幹細胞は、in vitro
での扱いが手軽で、表面抗原を指標とした FACS等で簡単に単離できる。そして、何よりも当
該細胞は再生医療現場で多用されている。他方、ヒト乳歯歯髄細胞（HDDPC）は交換期の６～
12歳の患者から簡単に入手でき、高い増殖能と多分化能を有し、組織再生の有望な細胞と考え
られる。しかし、他の非幹細胞も混在する細胞集団であるため、この中から幹細胞を純化する
必要がある。 
 
２．研究の目的 
申請者らはこれまで、① ESC、iPSC、SSC に強発現するアルカリフォスファターゼ（ALP）
は、増殖性の高い HDDPCでも強発現する、②当該細胞では、幹細胞特異的遺伝子 OCT3/4、SOX2、
NANOG の発現も高い、③しかも、山中４因子導入により容易に iPS 化される、等の点を見出
した１）。特に、「OCT3/4発現は ALP活性が高い細胞にのみ認められた」ことから、ALP高活性
かつ OCT3/4陽性の細胞（以下、ALP(+)/OCT3/4(+)と表記）は有望な SSCと考えた。これを踏
まえ、本研究では、HDDPC から ALP(+)/OCT3/4(+)細胞を細胞工学的手法を用いて単離・濃縮
し、その特性や生物学的機能を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では HDDPC 由来 SSC を再生医療（特に歯再生）に応用することを最終目標に据え、
① ALP(+)細胞（以下、HDDPC-ALP(+)）の単離、② 細胞工学的手法を用いた HDDPC 由来
ALP(+)/OCT3/4(+)細胞（以下、HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)）の単離、③ 単離株の特性解析（遺
伝子発現様式、多分化能性等）、④ 単離株の機能解析（マウス胎仔由来歯槽堤細胞との共培養
による in vitro組織再構成実験）を通じ、HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)の実体を明らかにする。 
 
（１）HDDPC-ALP(+)の選別： 
患者の交換期乳歯から取得した初代培養 HDDPC に対し、Alkaline Phosphatase Live Stain
（Invitrogen）を用いて非侵襲的な ALP 染色を施す。蛍光細胞を FACS にて HDDPC-ALP(+)と
して選別・回収。これを培養にて増殖させる。細胞の一部は、ALP 活性検出キットにて ALP
発現を確認すると共に、免疫染色により OCT3/4発現の確認も行う。 
 
（２）HDDPC-ALP(+)の不死化と HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)の樹立： 

HDDPC-ALP(+)に piggyBacトランスポゾン（PB）にヒトテロメア逆転写酵素(hTERT)遺伝子
発現ユニットを組み込んだ不死化用ベクターpT-hTERT を遺伝子導入する。さらに、マウス
Oct-3/4 promoterの下流に EGFP（緑蛍光蛋白）cDNA + poly(A)付加部位 + neomycin耐性遺伝子
発現ユニット（neo）を配した PB系ベクターpT-dOENも同時に遺伝子導入する。さらに、細胞
移植時、移植細胞の所在を示すマーカーtdTomato（赤蛍光遺伝子）を搭載した PB 系ベクター
pT-tdTomatoも導入する。遺伝子導入後、neomycin analogue G418を含む培地で細胞を選別する。
生じた薬剤耐性コロニーの内、緑/赤蛍光発現コロニー（OCT3/4発現細胞と目される）を拾い、
正常培地にて展開させる。最終的に、HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)株を得る。 
 
（３）HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)の特性解析： 

HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)に分化誘導剤を与え、神経や骨細胞等の分化細胞へ in vitroで分化
誘導できるかその是非を検討する（多分化能性解析）。一方、免疫染色や RT-PCR法にて他の幹
細胞特異的マーカーSSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-60、TRA-1-81、NANOG、SOX2、REX1
の発現についても検討する（幹細胞性解析）。  

 
（４）HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)とマウス胎仔歯槽堤細胞の共培養による組織再構成実験： 
 過去の報告では、器官原基の自律的形成には間葉系幹細胞が必須であり、マウス胎仔由来細
胞との共培養（器官培養）で膵臓、肺、心臓等の様々な器官原基を 3-D構造として再構築でき
るとされている。本申請では、HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)とマウス胎仔歯槽堤部由来細胞との
混和による器官培養により、歯原基の再構成を試みる。実験群は左記の細胞を混和したもの、
対照群では、歯槽堤部由来細胞のみとし、各々、5×108個/mL の高密度懸濁液を作製する。こ
れを高粘性 0.3 mg/mLコラーゲン液中に包埋し、このドロップを 3 µm孔径の isopore membrane 
filter（Merck Millipore）の上に載せ、その filterを 24-well plate内の培地（1.5 mL）に浮かべ、
器官培養とする。その後、歯牙様構造物形成の有無を両群で比較する。 



 
４．研究成果 
（１）HDDPC単一細胞 cloningと HDDPC-ALP(+)の特性解析： 
当初、HDDPC に Alkaline Phosphatase Live Stain を用いて

ALP染色を施したが、蛍光細胞の取得は困難だった。そこで、
限界希釈法にて HDDPC を単一細胞化した後、増殖させる試
みを行った。その結果、単一細胞化はできたものの、細胞増
殖速度は clone間で差があること、一時的に増殖しても、継続
的な細胞拡大は困難であることが判った。36 cloneがわずかに
増殖したため、ALP発現の有無を組織化学的に検索した結果、
ALP強発現は 8％、ALP弱発現は 22％、ALP無発現は 70％だ
った。また、Whole Transcriptome Analysis (WTA)を用いて幹細
胞特異的遺伝子発現を RT-PCR法にて調べた結果、cloneによ
って上記遺伝子群の発現様式が異なることが判った（図１）。  
 
（２）HDDPCの幹細胞様細胞への分化転換誘導：   
これまでの実験で、HDDPC内に含まれる ALP(+)細胞は少ないこと、また、単一細胞 cloning
は困難だったことから、HDDPC を幹細胞様細胞に分化転換誘導する実験も並行して進めた。
分化細胞に OCT3/4 を強制発現させた場合、当該細胞は幹細胞様細胞へ分化転換誘導され、そ
の結果、幹細胞様細胞は OCT3/4 などの幹細胞マーカーを発現するようになると期待される。
OCT3/4 は他の幹細胞マーカー発現を誘導する「マスター遺伝子」と目されるため、幹細胞様
細胞は OCT3/4 以外にも ALP、SOX2 などの幹細胞マーカーも発現するようになると考えられ
る。本研究では、OCT3/4タンパクを細胞内で一過的に過剰発現させる目的で、HDDPCに山中
因子を繰り返し遺伝子導入した。その結果、４回目の遺伝子導入で ALP(+)細胞を確認すること
ができた。今後、ALP(+)細胞の中から HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)を選別する試みも進める。  
 
（３）新規器官培養系の確立： 
新規器官培養系確立を目指し、先ず、細胞増殖の足場となる scaffold として VitroGel と

Matrigelを採用し、その中に EGFP蛍光発現マウス B16 melanoma細胞（5×108個/mL）を投じ、
60 µL容積のドロップを作製した。このドロップを 3 µm孔径の isopore membrane filter（Merck 
Millipore）に載せ、その filterを 30-mm dish内の培地（3 mL）上に浮かべ、器官培養した。そ
の結果、VitroGelでは細胞が scaffold周辺部に拡がったが、Matrigelでは scaffold中心部に細胞
が集まり、増殖・拡大が認められた。以上から、Matrigel が in vitroでの細胞の 3-D構造構築に
有効な素材だと判断された。 

HDDPC由来 iPS細胞と同
iPS細胞から作製した胚様体
をMatrigelに包埋し、器官培
養した結果、培養 21 日で内
部での細胞増殖・拡大を認め
た。両者の凍結切片を作製し、
H-E染色したところ、iPS細
胞由来の組織切片内には、分
化程度は低いが、三胚葉性の
分化細胞を認めた。他方、胚
様体由来の組織切片内には
より高度に分化した三胚葉
性の分化細胞を認めた（図
２）。 
今後、上記培養条件を用い、

HDDPC-ALP(+)/OCT3/4(+)
とマウス胎仔由来細胞の共
培養実験を進める予定である。 図２：HDDPC由来 iPS細胞から発した胚様体を器官培養し

た 3-D構造体のHE染色 

図１：HDDPCにおける幹細胞 
特異的遺伝子の発現パターン 
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