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研究成果の概要（和文）：本研究ではラット坐骨神経麻痺モデルにおいて、ヒト歯髄幹細胞移植によって形態学的解析
により末梢神経再生が明らかとなった。また、ヒト歯髄幹細胞は多くの神経栄養・血管新生因子を発現し、in vivoに
おいてシュワン細胞への直接分化を認めず、シュワン細胞の近傍に存在していた。これにより、ヒト歯髄幹細胞はシュ
ワン細胞に対する神経栄養効果により末梢神経再生を促進している可能性が示唆された。また、歯髄幹細胞はシュワン
細胞に対する増殖・遊走効果や、細胞の抗アポトーシス効果により末梢神経再生を促進している可能性も示された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that transplantation of dental pulp stem cells accelerated the hea
ling of the injured peripheral nerve in the rat sciatic nerve defect model by morphological analyses. Dent
al pulp stem cells (DPSCs) expressed several neurotrophic/angiogenic factors both in vivo and in vitro. In
 addition, direct differentiation of DPSCs into Schwann cells was not shown in vivo. Transplanted DPSCs lo
calized in the vicinity of the residual Schwann cells. Thus, these results suggest trophic effect of DPSCs
 on remaining/newly migrated Schwann cells, including enhanced proliferation and chemotaxis of Schwann cel
ls and anti-apoptosis of adjacent cells.
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１．研究開始当初の背景 
末梢神経障害は口腔領域においては、外傷
や炎症、腫瘍等の疾病および抜歯、下顎枝矢
状分割術、唾液腺摘出等の各種手術操作など
に伴って起こり、これによる QOL の低下で
悩みを抱えている患者は少なくない。その治
療法として、現在ではその神経損傷の程度に
応じて投薬治療、神経縫合・移植、神経ブロ
ック、ソフトレーザー等の治療が行われてい
るが、有効な治療法が確立されておらず、そ
の損傷状態によっては治療後も完全な回復
が見込めない場合があり、画期的な治療法の
開発が急がれている。 
我々のグループでは、以前より歯の延命化
を目指して、深いう蝕や歯髄炎において歯髄
を再生する新しいう蝕・歯髄炎治療法の技術
開発を進めてきた。まず、ブタあるいはヒト
歯髄組織から血管新生・神経誘導能に優れた
幹細胞 CD31-SP細胞を分取し、in vivoにて
マウス下肢虚血モデルに移植すると、血流を
劇的に回復し血管新生を促進することを明
らかにした。次に、ラット脳虚血モデルを作
製して歯髄幹細胞を 24時間後に移植すると、
神経前駆細胞の増殖および神経細胞の分化
が促進され、運動麻痺が劇的に回復した。こ
れにより歯髄幹細胞は中枢神経の再生能も
有することが明らかとなった。さらにこの歯
髄幹細胞をイヌの生活歯髄切断面上あるい
は抜髄後根管内に移植すると、血管新生およ
び神経再生が促進され、歯髄が完全に再生さ
れた。これまで、歯髄幹細胞の神経再生能に
ついては、in vitro で乳歯歯髄幹細胞から分
化させた神経前駆細胞を脳内に移植すると
神経に分化することが知られていた。また、
胎生期のトリの中脳に歯髄幹細胞を移植す
ると神経に分化することも知られていた。し
かしながら、in vivoにおいて、歯髄幹細胞そ
のものを、発生後の成体内に移植して末梢神
経を再生させた報告は全くない。よって、血
管新生・神経再生能に優れた歯髄幹細胞を末
梢神経麻痺に応用する着想に至り、末梢神経
麻痺モデルを作成し、歯髄幹細胞の末梢神経
再生能、末梢神経麻痺治療への有用性を検討
するに至った。 

 
２．研究の目的 
現在、末梢神経完全麻痺の外科的標準治療
は神経自家移植術である。しかし、神経採取
の代償として移植片採取部位の神経障害を
伴うため、これに代わる新たな治療法の開発
が期待されている。ラット坐骨神経麻痺モデ
ルへの骨髄、羊膜あるいは脂肪由来幹細胞を
同種移植で、神経線維密度や直径などが回復
することが知られている。そこで我々のグル
ープは、歯髄幹細胞が骨髄、脂肪幹細胞に比
べて高い神経・血管誘導能を有することに着
目し、ラット坐骨神経麻痺治療における有用
性を検討した。本研究はヒト歯髄幹細胞移植
による末梢神経麻痺の新しい再生治療法の
開発を目指した前臨床研究を行うことを目

的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト歯髄幹細胞分取：ヒト抜去歯より歯
髄組織を酵素消化し、細胞成分を播種し形成
したコロニーを分離・培養。さらに 2代目で
膜分取法にて歯髄幹細胞を分取、培養した。 
 
(2) シュワン細胞に対するヒト歯髄幹細胞
培養上清（CM）の影響検討 
1) ヒト歯髄幹細胞 CM の採取 
2) シュワン細胞に対する CM の効果検討 
① 増殖促進作用（Tetra Color One） 
② 抗アポトーシス効果：staurosporine
でシュワン細胞のアポトーシスを誘
導（Annexin V） 

③ 遊走作用（TAXIScan-FL） 
 
(3) 坐骨神経麻痺モデル作製・歯髄幹細胞移
植 
1) 坐骨神経麻痺モデル作製：10 週齢
Fischer ラットの左坐骨神経に 5.0 mm
の実質欠損を作製 

2) 歯髄幹細胞移植：移植前日より免疫抑
制剤（0.05 mg/kg/day）を腹腔内投与。
人工神経で 1)の欠損部を再建し、3群
に分類 
A 群：ヒト歯髄幹細胞 3.0×105 cells
をDiI染色後、希釈コラーゲンに混ぜ、
人工神経内に注入 
B 群：希釈コラーゲンのみを人工神経
内に注入 
C 群：自家移植（180°反転法） 

 
(4) 形態学的解析 
術後 3週で再生神経のパラフィン標本を作
製し HE 染色を行った。また 5 週後、再生神
経の semi-thin section をトルイジンブルー
染色し、神経線維の密度・直径の比較検討。
また、電顕用切片にてシュワン細胞の局在を
検討。術後 2週の再生神経の凍結切片にてシ
ュワン細胞を染色し、移植細胞との局在性を
検討。移植細胞からの trophic factor の発
現を確認。 
 
４．研究成果 
 術後 1週間経過後より、歯髄幹細胞移植群
は歩行行動の劇的な改善を認めた。 
 
術後 3 週の HE 染色では歯髄幹細胞移植群
では血球を伴った高分化の血管構造を多く
認めた。一方、コラーゲン群では血管形成は
ほとんどみられなかった。 
 
 
 
 
 

 
 



電子顕微鏡にて歯髄幹細胞移植群では細
胞成分を多く含み、コラーゲン群ではコラー
ゲン線維や細胞残渣を多く含んだ細胞外マ
トリックス成分が多くみられた。 
 
 
 
 
 

 
 
 
術後 5週では、トルイジンブルー染色にて
いずれの群も有髄神経の再生軸索径および
密度に関して統計学的評価を行ったところ、
再生軸索の直径は歯髄幹細胞移植群および
コラーゲン群と比較して自家移植群で最も
太かった。軸索密度においては歯髄幹細胞移
植群が自家移植群より有意に高く、コラーゲ
ン群が最も低かった。神経自家移植群との比
較では、歯髄幹細胞移植群の再生軸索直径は
細かったが、密度は有意に高かった。 
 
 
 
 
 

 
*p<0.05, **p<0.01 

 
また、移植後の歯髄幹細胞の局在を調べる
ため歯髄幹細胞を DiI 標識して移植。2 週間
後に凍結切片を作製しS-100染色を行ったと
ころ、歯髄幹細胞は S-100 陽性のシュワン細
胞に直接分化しておらず、S-100 陽性シュワ
ン細胞の近傍に存在していることがわかっ
た。 
 
 
 
 
 

 緑：シュワン細胞、赤：歯髄幹細胞 
 
そこで末梢神経再生促進メカニズム解明
のため、神経栄養効果を調べた。BDNF, GDNF, 
NGF, IGF, VEGF の in situ hybridization を
実施したところ、上記すべての因子を発現し
ていることがわかった。 
 
 in vitro において、歯髄幹細胞上清と株化
シュワン細胞の共培養を行ったところ、シュ
ワン細胞の増殖が有意に促進され、アポトー 
シスを有意に抑制した。また、TaxiscanFL を
用いて歯髄幹細胞上清による株化シュワン
細胞の遊走効果も確認された。 
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