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研究成果の概要（和文）：我々はマウス歯乳頭細胞から樹立した歯原性間葉細胞株に、GSK3β特

異的阻害剤を処理することによって、歯髄幹細胞と類似した特徴的な細胞形態に変化し、さら

には、胚性幹細胞の重要な転写因子のひとつである Nanog遺伝子の発現を引き起こすことを明

らかとした。また、こ らの細胞を     にて、  することによって、  細胞特異的な

 化マ   の発現   し、さらに      ス     活性 有意に増加することを

明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that BIO, a glycogen synthase kinase-3 (GSK3) inhibitor, 
induced changes in cell morphology, and promoted the expression of Nanog mRNA, considered 
the key gene to pluripotency, in mouse dental papilla derived mesenchymal (mDP) cells. 
When the BIO treated mDP cells were cultured in osteogenic differentiation medium, the 
expression of osteoblast maker genes and alkaline phosphatase activity were progressively 
increased. 
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１．研究開始当初の背景 

  

 再生医療に関連した新しい細胞の同定や

技術開発 なさ てきており、実際歯の再生

も実現性を増してきている。しかしな ら、

こ らの新技術を臨床の現場に応用して行

く為には、倫理的な問題や様々な薬事関連の

手続き 必要となり、その結果、再生医療の
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ための画期的な 子を同定したとしても、そ

  実用化さ る為には少なくとも概算と

して５−１０年以 の時間を要する事 想定

さ る。    

 我々 予備実験で用いてきた GSK3β阻害

剤は、作用機序や効能は未知である 、 メ

  FDAのケミ  バイオロジ のスク  

ニング検査でその安全性 確認さ ている

天然コンパウンドの一つである。GSK3βは多

くの細胞内シグナ の調節に関与している

 、代表的なものには Wntシグナ ング あ

る。Wnt シグナ ングは歯の発生において重

要な因子であり、我々は歯の発生過程におけ

る Wnt シグナ ングを解析していく で、

GSK3β阻害剤処理によって、iPS 細胞までと

はいかないまでも、パ シャ  プログラミ

ング 起きることを偶然にも発見した。すな

わち、歯に 化した細胞から、脱 化を き

出し、前駆細胞に  した可能性 考えら 

た。このことは、GSK3β阻害剤 再生医療へ

の実用的応用の可能性 示唆さ るものと

考える。 

 また、GSK3β阻害剤同様に、ケミ  バイ

オロジ のスク  ニング検査でその安全

性 FDA等において確認さ ている天然コン

パウンド 多数存在しており、その効果や機

能に関して明らかにさ ていないもの 多

く存在する。こ らケミ  コンパウンドか

ら、再生医療に応用できる可能性 ある薬剤

を同定でき ば、薬事等の手続きも簡略化さ

 、実際の臨床に短時間で応用できる可能性

を秘めている。 

 

２．研究の目的 

 

 医療検査技術の発達により、迅速かつ的確

な病態の把握 可能になり、さらには治療技

術や治療法の進歩 加わり、最新医療技術は

飛躍的に進歩している。こ らの進歩には、

常に基礎医学研究 基盤となっており、新た

な治療法の開発とその安全性の裏付けには、

確実な基礎デ  の蓄積 必須である。また、

基礎研究を速やかに臨床応用に繋げていくた

めに、どのような方向性で研究を行い、研究

目的を達成するかという戦略は、国際的な競

争 活発になってきた近年、重要な因子の一

つとなってきた。同時に、最近iPS細胞 発明

さ 、細胞ベ スの再生医療 注目を集め、

脊髄損傷後の神経再生や糖尿病、肝硬変、 

 ツハイマ 病などの疾患治療のみならず、

毛根や網膜、歯の再生などの応用 期待さ 

ている。しかしな ら、iPS細胞には癌遺伝子

  入さ ている点でその安全性に疑問 あ

り、 髄や臍帯血を用いた方法でも、幹細胞

の獲得効率や簡便性という観点からも問題は

多い。我々は、すでに薬剤としての安全性 

認可さ ているGSK3β阻害剤あるいはその他

の種々の人工低 子化合物用いて、比較的侵

襲の少ない抜歯後の乳歯歯髄細胞に添加する

ことにより、幹細胞を効率的に回収、増殖さ

せる調整法の開発に挑戦する。 

 本研究ではこ まの予備実験によって

GSK3β阻害剤（BIO） 歯髄由来細胞の プ

ログラミングを  した可能性 示唆さ 

たことから、そ らの細胞 実際に多 化能

を有しているか否かを、遺伝子発現および 

 細胞、神経細胞、脂肪細胞、象牙 細胞な

どへの  実験を行い検討することとした。 

 

３．研究の方法 

 

（１）細胞の形態変化に及ぼす影響の解析 

 歯髄細胞中に 0.2-1.0%の胚性幹細胞 存

在し、こ  いわゆる歯髄幹細胞と言わ る

細胞である 、マウス歯乳頭細胞から樹立し

た歯原性間葉細胞株 mDP細胞に、ヘキスト色

素を細胞に取り込ませ、色素の排出量 高い

細胞をソ テイングすることによって回収

で き る 多  化 能 を 有 し た SP （ Side 

Population）細胞とその解析から、幹細胞に

特有の細胞形態 存在する事を明らかにし

てきた。すなわち、歯髄細胞より精製した歯

髄 SP 細胞は歯髄細胞と比較して、小型で紡

錘形の細胞であること 特徴づけら た。そ

こで、低 子化合物存在下で  し、その形

態学的変化による薬剤スク  ニングを行

う。 

（２）未 化マ   遺伝子の発現解析 

 GSK3β特異的阻害剤で処理さ た mDP細胞

において、未 化マ   遺伝子である

Nanog、Oct3/4、Rex-1の発現を RT-PCR法、

免疫染色法、Western blotting法にて確認、

検討し、指摘条件を検討する。 

（３）mDP細胞における増殖能の検討 

 GSK3β特異的阻害剤処理さ た細胞にお

ける細胞増殖の影響を検討する。 

 

４．研究成果 

 マウス歯乳頭細胞から樹立した歯原性間

葉細胞株 mDP 細胞に、GSK3β特異的阻害剤



（BIO）で処理することによって、細胞の形

態 著しく変化し、この形態変化は、多 化

能を有した歯髄由来 SP 細胞と類似している

こと わかった（図）。 

 多細胞生物は様々な細胞の集合体によっ

て個体 作ら ている 、その始まりは同じ

細胞体の集合であり、その後、そ ぞ に 

化していく段階で特徴的な形態変化 起き

る。形態だけの変化で細胞を識別することは

困難である 、類似した形態は同じ細胞集団

において共通する特徴を呈する。歯髄は様々

な多種の細胞 混在している 、その中に歯

髄幹細胞と呼ば る幹細胞 存在している。

また、他の細胞より、歯髄細胞から iPS細胞

を作成  した場合の効率 よいことも報

告さ ており、歯髄中の細胞識別には大きな

意味 あり、この結果は今後有効な手段のひ

とつになり得ること 示唆さ た。 

 次に、未 化マ   として知ら る

Nanog 遺伝子は、ホメオボックス転写因子の

ひとつで、この遺伝子をノック ウトすると

ES細胞は多能性を失うこと 知ら 、 化多

能性を維持する で必須な転写因子である。

我々はGSK3β阻害剤で処理したmDP細胞から

mRNAを回収し、発現している遺伝子をスク 

 ニングしたところ、Nanog 遺伝子 発現 

 さ ることを明らかにした。本来は終末 

化した細胞にはこの遺伝子の発現はみら 

ない 、この結果は GSK3β阻害剤で処理する

ことによって、多能性を有する細胞へと初期

化さ 得る可能性を示唆する結果であった。 

 次に、GSK3β阻害剤を処理さ た細胞にお

ける細胞増殖能について、検討したところ、

その細胞増殖活性 著しく低下すること 

明らかとなった。さらに、GSK3β阻害剤を処

理さ た細胞を     にて、  を行っ

たところ、  細胞特異的な 化マ   の

発現   し、さらには      ス  

   の活性 有意に増加すること 明ら

かとなってきた。引き続き神経細胞、脂肪細

胞への 化  の検討を行っている。 

 我々は歯を対象として、再生医療への試み

を行っている 、歯の発生は毛や乳腺、肺、

腎臓といった組織ともその初期発生 共通

しており、歯の発生のメ ニズムの解明なら

びに再生医療への応用基礎的研究は、歯科領

域に留まらず、多くの 野で貢献 出来るも

のと考える。また、歯髄から効率よく多 化

能を有した幹細胞の調達 可能となった場

合には、患者の負担は激減する。すなわち、

我々 着目した方法としての薬物治療を応

用したものは、細胞移植や組織調達において

必要不可欠な外科的侵襲を軽減すること 

できるメ ット ある。また、現実的には

growth factorのような直接的に作用する 

子を投与すること 効果を発揮しやすいと

考える 、医療倫理や投与  ト 制限さ 

るなどの理由から実際は薬として使用する

のは難しいとさ ている。そこで、低 子化

合物を用いることによって、そ らの問題を

解決する事 可能となる。現在までに多くの

低 子化合物 FDA の安全認証を受けてい

るにも関わらず、その効果や機能 明らかと

さ ていないことから、こ らに着目し、有

効な 子を同定したい。また、我々 目指す

究極の歯科再生医療は歯の再生であり、そこ

に挑戦を続けていきたい。 
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