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研究成果の概要（和文）：　本研究は、組織細胞を人工的に組織幹細胞に誘導し、再生医療への応用を目指すものであ
る。
　これまで、GSK3b inhibitor IXが歯髄細胞を歯髄幹細胞に誘導し、幹細胞マーカーであ発現が誘導されることを明ら
かにした。誘導された乳歯由来ヒト人工歯髄幹細胞を、ハイドロキシアパタイトをキャリアーとしてマウス皮下に移植
した結果、ハイドロキシアパタイトが完全に吸収され、ヒト由来血球細胞を含む骨髄細胞を伴う大量の骨組織の形成が
確認された。以上の結果は、我々の用いた人工組織幹細胞誘導法により、ヒトの骨髄を作製できた画期的な成果であり
、白血病等の血液疾患の治療に応用可能な技術として期待される。

研究成果の概要（英文）： The aim of this research is the application of multipotent stem cells artificiall
y induced from tissue cells to regenerative medicine.
 We revealed that GSK3b inhibitor IX induced tooth pulp cells to pulp stem cells, and mediated marker of s
tem cell. As a result of the transplantation of induced pulp stem cell derived from human deciduous teeth 
to subcutaneous of mouse using hydroxyapatite as a carrier, hydroxyapatite was absorbed completely and pro
duced substantial bone tissue included human derived blood cells. These results are the innovative discove
ry that artificial induction of tissue stem cells generated human bone marrow, and the method is expected 
as the applicable technique for the treatment of blood disorder such as leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生医学的な技術の進展により、各組織
に存在する幹細胞の同定、その細胞の分化
誘導法の開発などが行われ、今までは夢物
語であった再生医療が現実のものとなっ
てきている。 
 口腔組織においても様々な幹細胞が存
在し、口腔粘膜の幹細胞を応用し角膜移植
が実現可能となり、歯髄中に存在する歯髄
幹細胞から、骨芽細胞、象牙芽細胞、神経
細胞などへの分化誘導が可能となってき
ている。しかしながら、幹細胞は、組織内
において少量(0.5-1.0%程度)しか存在し
ない為、実際の臨床応用の為には十分な量
の幹細胞の確保が次の課題となってきた。 
 また、近年開発された iPS 細胞は、分化
した細胞に４つの因子を遺伝子導入する
方法で、ES 細胞や受精卵に近い性質の細胞
へと未分化誘導（リプロフラミング）した
細胞であり、個体発生まで可能であること
から、再生医療への応用が期待されている。
しかしながら、個体発生可能であることが、
倫理的な問題を生じ、また癌化の危険性を
回避できないため、まだまだ解決しなけれ
ばならない問題も多い。 
 そこで我々の研究グループでは、分化し
た細胞をiPSなどの万能細胞に誘導するの
ではなく、部分的に未分化状態に誘導し、
人為的に組織幹細胞を誘導する方法を発
見した（88th IADR 2010 で発表）。この手法
では、単一の薬剤（GSK3beta inhibitor IX）
の添加により分化した組織細胞（歯髄細
胞）から幹細胞（歯髄幹細胞）へ誘導し（部
分的なリプログラミング）、骨芽細胞など
に分化誘導可能な細胞へと導くことが可
能となった。単一の薬剤処理で良いことか
ら、遺伝子導入に伴う発癌のリスクを回避
でき、組織幹細胞への誘導であるというこ
とで、倫理的な問題も回避できると考えら
れた。しかしながら、歯髄幹細胞の特徴で
ある神経細胞への誘導効果が軽微である
ことから、神経再生への応用の為には、神
経細胞誘導能の付加が必要であると考え
られた。 
 一方、日本小児歯科学会を中心とした
「乳歯を用いた再生医療技術開発」プロジ
ェクとにより、幹細胞の供給源としての交
換期の乳歯歯髄細胞の培養が、各大学で段
階的に実施できるようになり、歯髄幹細胞
の培養条件や、採取する為に適した乳歯の
交換時期、歯種などが、この数年の間に決
定されることが予想される。このような背
景から、採取された歯髄細胞を適切に細胞
処理し、大量に幹細胞を調整する技術と、
調整した細胞の多分化能を維持するシス
テムの構築が、歯科再生医療実現の為には

急務であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 歯髄中に存在する再生医療に応用可能な
幹細胞を大量調整する為に、完全に分化した
口腔組織から、薬剤や遺伝子導入を用いた方
法で、直接幹細胞を誘導する方法を確立し、
その細胞機能評価を行うことで、人為的な組
織幹細胞誘導法の開発を実施する。 
具体的には、 
（１）歯髄幹細胞、歯髄細胞の遺伝子発現の
差について、包括的な遺伝子スクリーニング。 
（２）歯髄細胞に幹細胞特異的な遺伝子発現
ベクターの導入、あるいは遺伝子発現誘導薬
剤を処理 
（３）未分化誘導（リプログラミング）の評
価 
（４）人工幹細胞による組織構築法の開発
（人工歯胚、人工唾液腺など） 
 
３．研究の方法 
（１）歯髄細胞、歯髄幹細胞、薬剤誘導歯髄
幹細胞の３種の細胞における遺伝子発現の
差を解析 
包括的な遺伝子スクリーニング 
組織細胞（歯髄細胞株：mDP 細胞）、組織幹細
胞（歯髄幹細胞株：mDP−SP 細胞）、薬剤処理
mDP 細胞（mDP−GSK3bi-IX）を細胞密度 60%程
度で培養した後、mRNA および microRNA の抽
出。抽出した mRNA はアフィメトリックス社
の cDNA アレーを用い、また microRNA に関し
ては KURABO のジェノパール miRNA アレーを
用いて解析。 
 
（２）FDA で承認の薬剤ライブラリーより、
新規の幹細胞誘導薬剤のスクリーニングを
実施 
96 ウェルプレートにコートされた各種薬剤
（約 40 プレート）に対し、歯髄細胞株 mDP
細胞を培養し、細胞形態の変化について
24,48,72 時間の時点において観察する。（薬
剤コートプレートに関しては、FDA から供与）
従来の解析から、歯髄細胞株 mDP 細胞は細胞
が大きく広がった形態を有するが、歯髄幹細
胞は細胞形態が紡錘形を有していることが
分かっている。そこで、薬剤添加により細胞
形態に変化を示す薬剤の同定を試みる。 
 
（３）スクリーニングされた遺伝子、薬剤を
組織細胞に処理し、未分化状態を維持する条
件を決定 
未分化状態を誘導する可能性がある遺伝子
に つ い て 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー
（pEF6/V5-His-TOPO）に組み込み作業を実施。 
未分化誘導の候補となる薬剤を細胞に処理
し、24-72 時間の範囲において、薬剤の効果



を細胞形態、未分化マーカーの発現から評価。 
従来の解析から、歯髄細胞株 mDP 細胞は細胞
が大きく広がった形態を有するが、歯髄幹細
胞は細胞形態が紡錘形を有していることが
分かっている。そこで、薬剤添加により細胞
形態に変化を示す薬剤の同定。 
 
（４）上記で作製された人工組織幹細胞にお
ける多分化能を評価 
遺伝子導入、薬剤処理により未分化状態への
誘導が可能となった細胞について、骨誘導、
象牙芽細胞誘導、神経誘導、脂肪誘導確認し、
多分化能の評価骨誘導においては、オステオ
カルシンの遺伝子発現、アルカリホスファタ
ーゼの活性、Von Kossa 染色による石灰化の
確認を行う。象牙芽細胞誘導に関しては、
DSPP や TM14 遺伝子の発現を確認する。脂肪
誘導は、PPARの遺伝子発現、Oil red-O 染
色による脂肪滴の確認を行う。さらに神経誘
導に関しては、ニューロフィラメント遺伝子
の発現、神経突起の進展を評価する。それぞ
れの誘導に関しては、専用の分化誘導培地を
使用する。 
 
これらの結果を応用し、他の口腔組織でも同
様の実験を実施するとともに、作製された組
織幹細胞を用いた人工歯胚構築を目指す。 
新たに誘導した歯髄幹細胞をもちい、人工歯
胚を作成し、歯の形成能を評価 
人工的に誘導した歯髄幹細胞と、マウス胎児
由来歯原性上皮細胞をもちいて、再構成歯胚
を作製し、人工歯髄細胞の歯の構築能につい
て検討。また人工歯髄細胞を臨床応用する為
に必要な、骨誘導、神経誘導プロトコールの
作成も同時に行う（ヒト歯髄細胞をもちいた
実験を実施）。 
 
４．研究成果 
 歯髄細胞、歯髄幹細胞、薬剤誘導歯髄幹細
胞における遺伝子発現について、cDNA マイク
ロアレーを用いた解析を行った結果、歯髄幹
細胞では幹細胞マーカーである Oct4, KLF4
の発現を認め、これらのマーカーに関しては、
薬剤誘導歯髄幹細胞においても確認できた。 
また、薬剤誘導歯髄幹細胞に特異的に発現す
る遺伝子群も約 30 遺伝子ほど確認でき、薬
剤誘導により歯髄幹細胞様の細胞に誘導で
きるが、完全に歯髄細胞と同じような遺伝子
発現パターンを示さないことが明らかとな
った。 
 
 FDA で承認の薬剤ライブラリー（ケミカル
コンパウンド、ナチュラルコンパウンド）を
用いて、分化した歯髄細胞に添加し、歯髄細
胞に特徴的な細胞形態である紡錘形の形に
誘導される薬剤のスクリーニングを行なっ

た。細胞の形態評価においては、Alexa594-
ファロイジンを用いた F-アクチン染色と、メ
タモルフソフトウェアを用いた形態評価を
行なった。約 120,000 の薬剤ライブラリーの
うち5種類の薬剤が歯髄幹細胞に特徴的な紡
錘形への細胞形態変化を示すことが明らか
となった。このうち１つは、これまで同定し
ていた GSK3beta inhibitor IX であり、それ
以外では HDAC インヒビターなどのクロマチ
ンリモデリングに関わる分子であった。 
 
 次に、GSK3beta inhibitor IX も含めたコ
ンパウンドを用いて、歯髄細胞に添加し、骨
誘導能について in vitro および in vivo の
評価を行った。GSK3beta inhibitor IX で歯
髄細胞株 mDP を 48 時間処理し、その後通常
の骨誘導培地で培養したもの、さらに BMP2
を添加した条件下で 1 週間培養を行なった。
BMP2 を添加した培地においては、コントロー
ルにおいても Von Kossa 陽性の石灰化組織を
形成したが、GSK3beta inhibitor IX で事前
処理した細胞においては、Von Kossa 陽性の
染色強度が 5 倍以上に増加していた。また、
BMP2 を添加しない培養条件においても、
GSK3beta inhibitor IX で未処理の細胞にお
いては、わずかに Von Kossa 陽性細胞が認め
られる程度であったが、薬剤処理群では優位
に Von Kossa 陽性細胞の増加を認めた。この
結果は，歯髄幹細胞中には、わずかな歯髄幹
細胞が存在し（FACS による解析では、本細胞
で 0.8%程度）、その細胞が骨誘導培地により
骨芽細胞に分化したものと考えられるが、
GSK3beta inhibitor IX で前処理した細胞に
おいては、ほぼすべての細胞が歯髄幹細胞に
誘導され、それが骨誘導培地により骨芽細胞
に分化誘導されたために、Von Kossa 陽性細
胞が増加したものと考えられる。さらにこの
石灰化の程度は BMP2 により増強されること
が明らかとなった。一方、骨誘導培地に
GSK3beta inhibitor IX を添加し、本コンパ
ウンドが持続的に作用する条件下で実験を
行った結果、いずれの条件においても Von 
Kossa 陽性細胞の発現は認められなかった。 
 
 そこで、GSK3beta inhibitor IX がどのよ
うな分子メカニズムで、未分化誘導し、さら
に骨芽細胞分化に至るのか、前述の cDNA マ
イクロアレーのデータを、IPA ソフトウェア
を用いて、分子間相互作用の予測を行なった。 
BIO は、Oct4 や Klf4 の発現を誘導するが、
Sox2 などの幹細胞マーカーの発現は誘導し
なかった。このことは、薬剤誘導性の歯髄幹
細胞は、iPS 細胞や ES 細胞のように、万能性
を有する細胞で無く、組織幹細胞までしか未
分化誘導できないことが分かった。しかしな
がら、Oct4 や Klf4 を単一薬剤で誘導できる



ことは、iPS 細胞を誘導するための遺伝子導
入を伴わない薬剤コンパウンドとして利用
できる可能性が示唆された。骨芽細胞分化に
関わる因子としては、GSK3beta inhibitor IX 
Smad7 の発現を上昇させることが明らかとな
った。Smad7 は、抑制系の Smad 分子であり、
BMP2 等の骨誘導シグナルにおいて、活性化さ
れた Smad2/3 に抑制的に作用する。したがっ
て、GSK3beta inhibitor IX を添加した際に、
Smad7 が誘導されることで、BMP2 等の骨誘導
刺激が行なわれても、骨芽細胞に分化しない、
つまり未分化状態の維持に貢献している分
子と考えられる。実際、GSK3beta inhibitor 
IX を添加し続けると、BMP2 の誘導刺激にお
いても Von Kossa 陽性とならない結果と一致
する。一方、GSK3beta inhibitor IX の刺激
を解除すると、Smad7 の発現は低下し、BMP2
の刺激に対してはもはや抑制的に細胞しな
いために、薬剤により未分化誘導された歯髄
幹細胞が骨芽細胞に分化できるのだろうと
考えた。 
 
 さらに、この GSK3beta inhibitor IX で前
処理した細胞の in vivo での骨誘導能を評価
するために、SCID マウスの皮下にハイドロキ
ソアパタイトをキャリアとして注入し、骨形
成能の変化を観察した。薬剤処理しないヒト
歯髄細胞とハイドロキシアパタイトを注入
したマウスにおいては、ハイドロキシアパタ
イトの周囲に骨様の組織形成を認めた。一方、
GSK3beta inhibitor IX で前処理した細胞を
ハイドロキシアパタイトとともに注入（注入
時には GSK3beta inhibitor IX は添加してい
ない）したマウスにおいては、コントロール
でハイドロキシアパタイトが吸収されずに
存在している時期おいて、速やかにハイドロ
キシアパタイトが完全に吸収され、多量の骨
形成とその間に骨髄の形成を認めた。ヒトの
歯髄細胞由来の骨髄細胞が、血球を作ること
ができる機能的な骨髄であるかどうかを確
認するために、移植したマウスの末梢血を採
取し、抗ヒト CD11b により染色した後、フロ
ーサイトメーター（FACS）にて陽性細胞の確
認を行なった。GSK3beta inhibitor IX で前
処理せずにハイドロキシアパタイトととも
に移植した実験群においては、末梢血におい
てCD11b陽性のヒト由来血球細胞の確認はで
きなかった。一方、GSK3beta inhibitor IX
で前処理したのちに移植したヒト歯髄細胞
においては、末梢血中の単球分会画において
抗CD11b陽性の細胞が約15%程度確認できた。
さらに驚くべきことに、移植されたマウスは、
移植後２か月ほどから多臓器不全により死
に至ることが明らかとなった。つまり、ヒト
由来細胞から誘導された骨髄から、機能的な
血球系細胞が形成され、これらの細胞がマウ

スの組織を攻撃するために、多臓器不全が生
じた物と考えられる。これはヒトの骨髄移植
や臍帯血移植後に認められる GVHD に似た症
状であると考えられた。 
 
 以上の結果から、我々は、単一の薬剤によ
り分化した歯髄細胞を、より未分化で多分化
能を有する細胞に人工誘導することに成功
した。今回主に用いた薬剤は、GSK3beta 
inhibitor IX であるが、類似の作用を有する
薬剤の同定にも成功した。 
 薬剤により処理した細胞においては、幹細
胞マーカー分子の発現が誘導される一方で、
各組織に分化できないような機構（例えば
Sma７を誘導し、骨芽細胞へ分化しないよう
にする等）が働き、未分化状態の維持を行な
っていることが示唆された。GSK3beta 
inhibitor IX においては、その効果はリーバ
ーシブルであり、薬剤を培養液から除くこと
で、目的の細胞に分化誘導することが可能と
なった。 
 一方、GSK3beta inhibitor IX で前処理で
処理した細胞は、in vitro および in vivo に
おいて骨誘導が可能であり、骨再建を目指し
た再生医療に応用可能な技術として発展さ
せることが可能と考えた、さらに SCID マウ
スへの移植においては、骨髄を誘導すること
が可能であり、この人工誘導骨髄を応用すれ
ば、自己の細胞由来の骨髄を作製することも
可能で、この骨髄移植においては免疫抑制剤
を用いなくても、拒絶反応の生じない治療技
術に発展させることができ、白血病治療等に
おいて免疫抑制不要でかつ GVHD などの移植
後の副作用を回避できる治療が確立できる
ことが予想され、本研究の成果は再生医療に
おいて多大な貢献をするものを期待される。 
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