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研究成果の概要（和文）：歯髄幹細胞の性状解析を行い神経系譜に近い性状を示す細胞集団であ

ることを明らかにし、歯髄幹細胞を効率的にドーパミン神経細胞に分化誘導することに成功し

た。歯髄幹細胞を用いた神経再生医療の実現を目指し、脊髄損傷、脳室周囲白質軟化症、パー

キンソン病治療への歯髄幹細胞移植による治療効果を検証した。歯髄幹細胞は骨髄間葉系幹細

胞を遥かにしのぐ神経再生効果を発揮する間葉系幹細胞であることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We have characterized the multi-differentiation potency, 

phenotypic marker expression and trascriptome profile of dental pulp derived stem cell 

from adult wisdom teeth (DPSC) and exfoliated deciduous teeth (SHED). The data showed 

that both SHED and DPSC expressing multiple neural linage markers are able to 

differentiate neuron, astrocyte, oligodendrocyte, osteoblast, adipocyte and 

chondrocytes. Furthermore, we have optimized the protocol allowing a specific 

differentiation of SHED and DPSC to tyrosine hydroxylase expressing dopaminerigic neurons. 

In pre-clinical analysis, we have found remarkable therapeutic benefits of SHED and DPSC 

for treatment of spinal cord injury, hypoxic brain injury and Parkinson’s disease. In 

addition to their remarkable neuro-regenerative activities, we did not observe the 

malignant transformation of engrafted SHEDs 8 weeks after their implantation. SHEDs and 

DPSCs can be obtained from exfoliated deciduous and impacted adult wisdom teeth without 

adverse health effects. Thus, there are few ethical concerns regarding their clinical 

use. We propose that tooth-derived stem cells may be an excellent and practical cellular 

resource for the treatment of various CNS diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
昨今、ヒト胎児や ES 細胞、iPS 細胞由来の神
経幹細胞を用いた細胞移植治療が難治性神
経疾患の治療法として認識されているが、倫
理性や安全性に大きな問題を抱えており、実
用的な“幹細胞源”については今も模索状
態である。医療廃棄物であるヒト乳歯歯髄幹
細胞(SHED)や智歯由来の永久歯歯髄幹細胞
(DPSC)は、移植における安全性が高く、倫理
的問題も極めて少ない、実用的な“幹細胞源”
である。歯髄幹細胞の移植が難治性神経疾患
治療に有用であることが明らかとなれば、極
めてユニークかつ重要な「医療廃棄物の有効
利用のモデルケース」を提示するとともに、
低侵襲・安全性の高い自己幹細胞を用いた再
生医療の実現に貢献が期待できる。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究の目的は、低侵襲で採取可能かつ
移植安全性の高い自己幹細胞である歯髄幹
細胞を用いた再生医療の実現を目指すこと
であり、難治性神経疾患治療への歯髄幹細胞
応用の可能性を検討し、臨床実用化への道を
開拓することである。 
(2)ヒト乳歯歯髄幹細胞(SHED)や智歯由来の
永久歯歯髄幹細胞(DPSC)は、1)低侵襲で採取
可能な体性幹細胞集団であること、2)神経堤
由来の細胞集団、すなわち神経系譜に近い性
状を持つ幹細胞集団であるため神経細胞へ
の分化誘導に高い反応性を示すこと、3)自己
由来の成体幹細胞を採取可能であること、4)
幹細胞の性状維持に外部からの遺伝子導入
は不要であること、などの特性から、移植に
おける安全性が高く、倫理的問題も極めて少
ない、実用的な“幹細胞源”である。 
(3)本研究では、○1 いまだ未知の部分が多い
歯髄幹細胞の神経系譜への分化能を詳細に
解析し、難治性神経疾患への応用の基盤デー
タを得る、○2 移植治療に必要な神経細胞など
を、高効率で再現性良く、高品質を保ちなが
ら簡便に用意できる方法を確立する、○3 難治
性神経疾患モデル動物を作成し、歯髄幹細胞
から誘導した神経細胞の移植治療の有効
性・機能回復効果および安全性の検討を行う、
という 3 点を目的とし、実用化可能な治療
法確立のための基盤データを得る。本研究で
は脊髄損傷、脳室周囲白質軟化症、パーキン
ソン病をターゲットとし、疾患モデル動物を
用いた移植治療効果の検討を行う。最終的に
はヒトにおける歯髄幹細胞を用いた難治性
神経疾患の治療法の確立に貢献することを
目的としている。 
 
３．研究の方法 
2010 年度 
歯髄幹細胞の神経分化能の検討：未分化な歯

髄幹細胞と分化誘導した歯髄幹細胞とで、神
経分化を評価し得るマーカー分子の発現を
特異的抗体で検出した。また、マイクロアレ
イ解析にて骨髄間葉系幹細胞と歯髄幹細胞
の性状を比較検討した。 
2011 年度 
脊髄損傷モデルへの細胞移植治療効果の検
討：ラットの脊髄を第 10 頸椎レベルで完全
切断し、切断部に SHED を移植した。移植後
は BBB スコアにて下肢運動機能を評価した。 
さらに、歯髄幹細胞の神経再生効果の詳細を
組織化学的に検証した。 
2012 年度 
(1)脳室周囲白質軟化症モデルへの細胞移植
治療効果の検討：新生児マウスの片側中大脳
動脈を結紮し永久梗塞モデルを作製。その後、
低酸素チャンバーで 20分間インキュベート。
梗塞部に SHED を移植した。組織学的に梗塞
領域を評価した。 
(2)歯髄幹細胞のドーパミン神経分化誘導方
法の確立：歯髄幹細胞をドーパミン神経細胞
に分化誘導し、効率的な誘導方法を模索した。
歯髄幹細胞を低酸素下で培養し、PCR で遺伝
子的評価を行った。分化誘導の添加因子を 5
種類試し、効率的な分化誘導方法を模索した。
分化誘導効率の評価は TH 陽性細胞の割合で
評価した。 
(3)パーキンソンモデルへのドーパミン神経
分誘導 SHED の移植治療効果の検討: ラット
の右側線条体に 6-ヒドロキシドーパミン
（6-OHDA）を注入し、ドーパミン神経細胞を
特異的に破壊してパーキンソン病様症状を
誘発した。その後線条体にドーパミン神経細
胞に分化誘導した SHED を移植し、神経症状
の評価をメタンフェタミン誘発回転数の測
定で行った。 
 
４．研究成果 
 
2010 年度 
歯髄幹細胞の神経分化能の検討 
名古屋大学倫理委員会の承認を得て、口腔外
科外来患者から得たヒト乳歯歯髄幹細胞 
(SHED)や智歯由来の永久歯歯髄幹細胞 
(DPSC)の性状解析を細胞染色やフローサイ
トメトリー、マイクロアレイを用いて解析を
行った(Fig.1)。 SHED、DPSC 共に 90%以上の
歯髄幹細胞が神経幹細胞・幼弱神経細胞・ア
ストロサイト・未成熟オリゴデンドロサイト
のマーカーを共発現していた。その一方で、
成熟型神経細胞や成熟オリゴデンドロサイ
トのマーカーは発現していなかった。このこ
とから、歯髄幹細胞は神経細胞のみならず、 
アストロサイトやオリゴデンドロサイトへ
の分化能も持ち合わせた、未成熟状態にある、
ユニークな細胞集団であることが見出され 



た。また、マイクロアレイによる解析にて、
SHED が細胞外・細胞表面分子や細胞増殖分子
を、骨髄間葉系幹細胞(BM)と比較し 2倍以上発現
する活発な細胞であることを見出した。
（Fig.2） 
 

 
2011 年度 
ラット脊髄完全切断モデルへの歯髄幹細胞
移植による治療効果の検討： 
脊髄損傷モデルラットの損傷急性期に SHED
を移植した。PBS コントロール群では下肢運
動機能が完全に麻痺した。一方、SHED 移植群
は下肢の運動機能が著しく回復し、3関節を
動かし這って歩くまでに回復した（Fig.３）。
移植した SHED は切断された軸索の再生を促
進し、抗アポトーシス作用により神経を保護

し、オリゴデンドロサイトに分化する等多面
的な神経再生効果を発揮した（Fig.３）。（本
研究は Snyder, E. Y., & Teng, Y. D. Stem 
cells and spinal cord repair. The New 
England journal of medicine, 2012. にお
いて特筆すべき研究成果として紹介された） 

 
2012 年度 
(１) 脳室周囲白質軟化症モデルへの細胞移
植治療効果の検討： 
低酸素虚血傷害部に SHED を移植した。SHED
移植群は脳の組織構造が維持されており、病
理学的にも治癒効果を確認した。また、SHED
がパラクライン効果で治癒を促進するか検
証するため SHEDの無血清培養上清(SHED-CM)
を細胞移植と同様の手法で脳内に注入した。

Fig.１ SHED の細胞染色とフロー
サイトメトリーによる性状解析 

Fig.2 マイクロアレイによる遺伝子解

Fig.３ 

Fig.4 



SHED-CM投与群もSHED移植群と同様に脳の組
織構造の維持、梗塞領域の縮小、神経細胞死
の抑制効果を発揮した（Fig.4）。 
 
(２)歯髄幹細胞のドーパミン神経分化誘導
方法の確立： 
歯髄幹細胞を 2段階でドーパミン神経細胞に
分化誘導した。誘導後ドーパミンの産生マー
カーの TH（チロシン水酸化酵素）の発現細胞
が高率に誘導できた。また、ドーパミン神経
細胞が発生の過程で発現する遺伝子の発現
を認めた。さらに、1%の低酸素下で培養する
ことにより、分化誘導した歯髄幹細胞の生存
率の向上を認めた。分化誘導の添加因子とし
ては、有用と思われる 5種類を試し、SHED と
骨髄間葉系幹細胞(BM)で分化誘導効率を比
較した。その結果、BDNF を step2 で添加する
方法が最も効率的で、7割を超す細胞が TH 陽
性となった。骨髄間葉系幹細胞の場合も BDNF
を添加する方法が最も効率的であったが、分
化誘導効率は SHEDと比べ優位に劣っていた。
また、ドーパミン神経分化誘導 SHED のドー
パミンの分泌能を ELISA で評価した。培養液
中にドーパミンの分泌を認め、KCl 刺激によ
り多量の分泌を認めた。（Fig.5） 

 
以上の結果から、我々は SHED のドーパミン
神経細胞への効率的な分化誘導方法を確立
したと言える。しかし、このドーパミン神経
分化誘導 SHED にパッチクランプを行ったと
ころ、活動電位の発生に必須な電位依存性 Na
チャネルの発現が認められず、電位依存性 K
チャネルの発現もわずかであった。今後は分
化誘導方法を再検討し、電気生理学的にも神
経細胞として機能する分化誘導方法の確立
を目指す。 
 

(３)パーキンソンモデル動物への細胞移植
の有効性•機能回復効果•安全性の検証： 
パーキンソンモデルラットの線条体にドー
パミン神経分化誘導 SHED を移植した。 
ドーパミン神経分化誘導 SHED 移植群は移植
後 4週間で回転数が有意に減少し、神経症状
の改善を認めた。(Fig.6) 
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