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研究成果の概要（和文）：歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化に関与する遺伝子群を調査するため、歯髄由来クローンの
増殖能や分化能と、網羅的遺伝子発現とを関連付けて解析した。その結果、いくつかの分化関連シグナルネットワーク
を構成する遺伝子が大きく変動することが判明した。また、歯髄細胞に発現する性ホルモン受容体の機能を解明するた
め、歯髄細胞に性ホルモンを作用させたところ、発現変動した遺伝子は性ホルモン受容体を介して作用を受けることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using cell clones derived from the human dental pulp tissue, we studied genes invo
lved in the differentiation of dental pulp stem cells by analyzing cell growth, differentiation potentials
, and gene expression profiles. Some genes involved in signal networks (such as Wnt and Notch signaling pa
thways) and some gene clusters (such as carbohydrate metabolism-, cell cycle- and differentiation-relating
 genes) turned out up- or down-regulated in the differentiation process. To elucidate the function of sex 
hormone receptors on dental pulp cells, the gene expression profiles of the dental pulp cells treated with
 sex hormones were analyzed. We found that sex hormones could act directly on human dental pulp cells thro
ugh sex hormone receptors.
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１． 研究開始当初の背景 

 

多分化能を持つ歯髄幹細胞の歯髄内で

の主要な分化方向の一つとして象牙芽細

胞への分化がある（Int J Paediatr Dent. 

2009;19:61-70）。歯髄幹細胞の石灰化を

調節する因子として、in vitro では Notch

や Wnt 等のシグナルパスウェイの関与が

報 告 さ れ て い る （ Arch Oral Biol. 

2009;54:216-22, J Dent Res. 2008;87: 

126-30）。In vivo では、Notch や Wnt は

歯髄の発生・発育過程や修復過程で発現

している（Exp Cell Res. 2003;282:101-9, 

Cell Res. 2005;15:301-16）。しかし、

これらのパスウェイが歯髄内でどのよう

に関与しているのかは未だ不明な点が多

い。 

また、象牙芽細胞を含むヒト歯髄組織に

は、アンドロゲン受容体（AR）またはエス

トロゲン受容体（ER）を持つ細胞が存在す

ることが報告されている（J Dent Res 

1998;77:1384-7, J Dent Res 

2002;81:360-5）。このことは、象牙芽細胞

を含むヒト歯髄組織が性ホルモン感受性

を持つことや、ヒト歯髄幹細胞が象牙芽細

胞へ分化する際に性ホルモンが関係する

ことを示唆している。しかし象牙芽細胞や

歯髄細胞の AR や ER の機能については、未

だほとんど解明されていない。 

 
２． 研究の目的 

 
本研究では、Notch や Wnt 等を含む遺伝

子群、および AR や ER が、歯髄内でどのよ

うに分化に関与するのか分子生物学的に

解明することを目的とした。歯髄は歯髄幹

細胞や象牙芽細胞の他、神経細胞、血管内

皮細胞など種々の細胞から構成される複

雑な組織であるため、以下の手順で目標を

達成することにした。 

(1)In vitro で培養細胞を用いて、クロー

ナルレベルで歯髄細胞の分化能に関連す

るシグナルを解析し、歯髄幹細胞の分化

に関与する遺伝子群の情報ネットワーク

を解析する。 

(2)歯髄細胞由来クローンをマウスに移

植して形成された歯髄様組織モデルにて、

(1)で解析した in vitro の情報ネットワ

ークを検証する。 

当研究室では、歯髄細胞をクローニン

グした研究の結果より、クローンによっ

て多分化能が異なることを報告している

（J. Oral Biosci., 2010;52(Suppl.）：

122）。また、骨髄や臍帯由来幹細胞のク

ローンでは、分化誘導時や娘クローンで

個々の性質が変化することが報告されて

い る (Biol Blood Marrow Transplant. 

2008;14:546-55, Exp Hematol. 

2010;38:46-54)。このため、歯髄幹細胞

の分化調節機構を解明するためには、ヘ

テロな細胞集団ではなく、シングルセル

から得たコロニーを増殖させたクローナ

ルレベルにおけるデータを用いることが

不可欠であると考えた。そこで、歯髄内

で歯髄幹細胞がどのような分子制御を受

けて分化するのかを明らかにするために、

まず in vitro においてクローナルレベル

での分化関連遺伝子群の情報ネットワー

クを解析し、それを in vivo の歯髄モデ

ルに適用するという計画を立てた。 

 
３． 研究の方法 

 
(1)歯髄細胞のクローニング 

ヒト智歯由来初代歯髄細胞をコロニー

形成させ、クローンを単離して長期間継続

培養した。増殖能は、細胞の培養日数に対

する細胞集団倍加数(doubling levels: 

DL)の勾配(増殖率)と累積 DL(分裂寿命)

から比較した。 
 



(2)歯髄細胞の細胞表面マーカーの発現解 

 析 

歯髄細胞由来クローンをチャンバース

ライド上で培養・固定した後、間葉系幹細

胞表面マーカーの STRO-1 と CD146 の免疫

組織化学染色を行った。 

 

(3)歯髄細胞の分化誘導 

歯髄細胞由来クローンを石灰化誘導培

地、軟骨分化誘導培地、脂肪分化誘導培地

で培養し、各分化誘導を行った。石灰化能

を alizarin red 染色、軟骨分化能を

Alcian blue 染色、脂肪分化能を oil red O

染色で評価した。 

 

(4) 歯髄細胞の性ホルモン応答性 

男 性 由 来 の 歯 髄 細 胞 を 10-6 M 

5α-dihydrotestosterone (DHT) で、女性

由来の歯髄細胞を 10-9 M 17β-estradiol 

(E2) で 24 時間作用させた後、total RNA

を抽出した。 

  

(5)網羅的遺伝子発現解析  

Total RNA より DNA マイクロアレイ

（Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 

ST Arrays）で網羅的遺伝子発現を測定し、

the Ingenuity pathway analysis (IPA)

と The Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID) 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/)、The 

Gene Ontology  (http://www. 

geneontology.org)で解析を行った。 

 

４． 研究成果 
 

(1) 歯髄細胞由来クローンの増殖能と間

葉系幹細胞マーカーの発現並びに分

化能の解析 

各クローンとも単離後140日以上培養を

継続したところ、DL 30で分裂寿命のみら

れたものやDL 59でも増殖するものなど、

増殖能は様々であった。クローンの単離培

養直後(DL 17-18)では、STRO-1とCD146が

両者とも陽性のものは50クローン中45ク

ローン、長期継代培養後(DL 40以上)では、

STRO-1とCD146が両者とも陽性のものが36

クローン中20クローンあった。石灰化能と

脂肪分化能が両者とも陽性のクローンで、

培養初期からDL 40以上まで両者がともに

陽性の性質を保持したものが3クローンあ

った。 

以上の結果から、培養下のヒト歯髄幹細

胞は、個々の細胞が独立した細胞系として、

それぞれの多分化能を長期にわたって保

持したまま増殖することがわかった。 

 

(2) 歯髄細胞由来クローンのマウス移植

による歯髄様組織モデルの形成 

研究開始当初の目的では、in vivoの実

験系として、一部のクローンをヌードマウ

スに移植して象牙質様組織や歯髄様組織

を形成させ、これを歯髄様モデルとして、

象牙芽細胞の形成過程における遺伝子の

発現調節機構を解析する計画であった。し

かし、クローニング過程やその後の細胞増

殖過程で、分化能解析や間葉系幹細胞マー

カーの発現解析を行ったことにより細胞

のDLが増加し、かつ増殖能の低下と細胞の

大型化のため、移植に必要な細胞数を確保

できなくなり、移植実験は実施できなかっ

た。 

 

(3) 多分化能と遺伝子情報ネットワーク

との関連解析 

石灰化能(osteogenic:O)、軟骨分化能

(chondrogenic:C) 、 脂 肪 分 化 能

(adipogenic:A)の3分化能を解析したクロ

ーンの中から、石灰化能と軟骨分化能、脂

肪分化能を有する細胞(OCA)を3 クローン、

石灰化能と軟骨分化能を有する細胞(OC)



を1クローン、石灰化能のみを有する細胞

(O)を1 クローン選出した。これらのクロ

ーンの網羅的遺伝子解析を行い、Wntや

Notchを含む情報ネットワークやその他の

遺伝子発現の違いと、分化能との関連を解

析した。その結果、OCAとOC、OCとO間の比

較では、細胞周期や細胞増殖関連遺伝子が

主に変動していた。また、Wntシグナルパ

スウェイやNotchシグナルパスウェイ関連

の遺伝子がいくつか大きく変動すること

が判明した。さらに、OCAとOC、Oの順に発

現が下降する遺伝子には糖代謝関連遺伝

子等が多く、OCA、OC、Oの順に発現が上昇

する遺伝子では細胞周期や分化関連遺伝

子等が変動していた。すなわち、多分化能

を有する間葉系幹細胞様クローンでは細

胞分裂関連遺伝子が多く発現変動し、エネ

ルギー代謝が活発なこと、分化能がより限

定されたクローンでは分化関連遺伝子の

発現が変動することが示唆された。 

 

(4) ヒト歯髄幹細胞のERとARの機能解析 

ヒト歯髄幹細胞にDHTまたはE2を作用さ

せ、網羅的遺伝子発現をパスウェイ解析ソ

フトウェア等で解析したところ、DHTまた

はE2に感受性を示して発現が変動した遺

伝子は、性ホルモンの作用を直接受けるの

ではなく、歯髄細胞に発現する性ホルモン

受容体を介して発現変動することが示唆

された。このことは、未知であったヒト歯

髄幹細胞に発現するARとERの生物学的意

義を洞察するうえで重要な知見と思われ

る。 
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