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研究成果の概要（和文）：PDGFRα、Sca-1共陽性マウス下顎切歯由来歯髄幹細胞（DPSC）と骨髄間葉系幹細胞（BM-MSC
）におけるmRNA発現とサイトカイン産生能を比較したが、有意な差は認められなかった。DPSCは継代培養が困難である
が、低酸素培養により改善できるかを検討した。その結果、低酸素培養がin vitro培養系においてDPSCの未分化性、増
殖性維持に適していることが示唆された。DPSCが周囲の細胞に与える影響を、ヒト造血幹細胞のin vitro支持能につい
て解析した。DPSCとBM-MSCとともに培養したヒト造血幹細胞はどちらの場合においても重症免疫不全マウス骨髄中でヒ
ト血球細胞の再構築能を示した。

研究成果の概要（英文）：The expressions of mRNA and cytokines of PDGFRalpha and Sca-1 double positive dent
al pulp stem cells (DPSCs) were compared to bone marrow-derived mesenchymal stem/stromal cells (BM-MSCs). 
These mRNA and cytokines expressions did not show significant difference between DPSCs and BM-MSCs except 
Cxcl12 mRNA expression. We investigated whether proliferation and differentiation potentials of passaged D
PSCs are improved by hypoxic culture. The DPSCs well maintained a proliferation and differentiation potent
ials with passage under the hypoxic culture condition. These results suggest that the proliferation and di
fferentiation potentials of DPSCs were maintained in hypoxic condition. Then, hematopoietic stem/progenito
r cells (HSPCs) supporting activity of DPSCs was analyzed by in vitro co-culture system. Moreover, their H
SC-supporting activity was evaluated by in vivo xenotransplantation assays using NOG mice. The DPSCs as we
ll as BM-MSCs supported human cord blood-derived HSCs.
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１．研究開始当初の背景 
 
 マウス下顎切歯歯髄中には骨髄間葉系幹
細胞（BM-MSC）様の骨、脂肪、骨格筋分化
能を有する歯髄幹細胞（DPSC）が存在する。
DPSC は in vivo で象牙芽細胞前駆細胞を供
給していると考えられているが、歯髄組織中
で未分化性を維持し増殖するためには細胞
の周囲環境が重要であると考えられる。この
ように、生体内の幹・前駆細胞ニッチと考え
られている場所では細胞の未分化性維持機
構が細胞周囲の環境によって整えられてい
る。BM-MSC では、未分化性維持に関わる
機構や周囲の細胞に与える影響などについ
ての研究が進められており、BM-MSC では
細胞外環境を in vitro で再現することで増殖
能や多分化能を維持できることが示されつ
つある。一方、DPSC には BM-MSC と同様
に、幹細胞性を維持する可能性のある細胞外
環境が複数存在するが、それらと DPSC との
関わりについては報告されていない。そこで、
本研究では生体内で DPSC の増殖能と多分
化能の保持に関与していると考えられる細
胞外環境について、幹細胞の未分化性維持機
構、細胞増殖能に対する影響、DPSC が周囲
の細胞に対して与える影響を解析した。 
 
２．研究の目的 
 
 マウス下顎切歯歯髄から BM-MSC マーカ
ー（PDGFR, Sca-1）を用いたセルソーティ
ングにより、高度に純化された BM-MSC 様
の DPSC が得られた。この DPSC は初代培
養系において良好な細胞増殖能を示すが、継
代により細胞増殖能の低下傾向を示し、細胞
の維持が困難であった。そこで、in vitro 培
養系における DPSC の細胞増殖能を改善で
きる可能性を探索する目的で、幹細胞維持に
関わるとされる Notch 受容体と関連する分
子の遺伝子発現解析、サイトカイン産生能、
低酸素培養による経代培養を解析した。また、
マウス切歯歯髄から分離された間葉系幹細
胞と、上皮細胞由来のアメロブラスト、ある
いはその前駆細胞との関連について解析を
行った。さらに、DPSC が周囲の細胞に対し
て与える影響を調べるため、ヒト造血幹細胞
（HSC）と DPSC の共培養実験を行い、
DPSCが造血幹細胞維持能を示すか解析した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) DPSC と BM-MSC における Notch 受容

体と関連する分子の遺伝子発現解析と
サイトカイン産生能の比較 

 Notch 受 容 体 （ Notch1, Notch2, 
Notch3）Notch リガンド（Jag1, Jag2, 
Dll1）関連分子（Lfng, Hes1）及び、
BM-MSC で発現が見られる Nestin, 
Angpt1, Cxcl12 について、Real-time 
RT-PCR により DPSC と BM-MSC 間で

発現比較を行った。 
 サイトカインの発現比較は、マルチプレ
ックスアッセイにより複数のサイトカイ
ン産生能を DPSC と BM-MSC 間で比較
した。 

 
(2) DPSC の低酸素培養 

 DPSC は初代培養では良好な増殖能や
分化能を有するが、継代培養が困難である。
そこで、DPSC を通常酸素濃度条件（37℃, 
5％CO2, 20%O2）と低酸素条件（37℃, 
5%CO2, 2%O2）で培養し、初代培養及び
継代培養時の増殖能、骨、脂肪分化能を評
価した。 
 

 
(3) PDGFRSca-1+DPSC に お け る

E-cadherin の発現 
 下顎切歯根端部の細胞について、
PDGFRSca-1+DPSC における上皮細胞
マーカーである E-cadherin 発現をフロ
ーサイトメトリーにより解析した。 

 
(4) ヒト HSC と DPSC の共培養実験 

 DPSC が周囲の細胞に与える影響を調
べるため、ヒトHSCとDPSCを共培養し、
in vitro で DPSC がヒト HSC を指示する
か解析した。ヒト臍帯血より CD34 陽性、
CD34 陰性 HSC をセルソーターにより分
取し、DPSC または BM-MSC と共培養し
た。共培養後の細胞についてフローサイト
メトリー解析と、重症免疫不全マウス
（NOG マウス）への移植系により、長期
生着するヒト血球細胞を調べた。なお、ヒ
ト臍帯血を用いた実験は、関西医科大学医
学倫理委員会の承認を得て行った。 

 
４．研究成果 
 
 Notch 受容体と関連する分子の遺伝子、さ
らにNestin, Angpt1, Cxcl12について発現解
析を行った。Cxcl12 の発現は BM-MSC と
DPSC 間で有意な差を認めたが、その他の遺
伝子については有意な差は認められなかっ
た（図 1）。 

図 1 
DPSC と
BM-MSC に
おける Notch
受容体と関連
する分子の遺
伝子発現解析 



 サイトカイン発現については、DPSC で各
サイトカインが高発現している傾向が確認
された（図 2）。 

 
 DPSC を低酸素培養することで、通常酸素
条件に比べ良好な細胞増殖が認められた(図
3)。さらに、継代培養時に低酸素培養を行う
ことによって継代培養に伴う分化能の急速
な低下を抑制し、分化能を保ったまま維持で
きる可能性を見出した(図 4)。一方、各培養
条件下でのサイトカイン産生能は低酸素状
態において bFGF、VEGF や PDGF-BB など
の発現が上昇する傾向にあったが、有意に上
昇するとは言えなかった。 
 

 
 下顎切歯根端部の細胞を酵素処理により
分散し、フローサイトメトリー解析を行った。
上皮細胞マーカーである E-cadherin 陽性細
胞の一部に、間葉系幹細胞マーカーである
PDGFRと Sca-1 を発現する細胞が含まれ

ていることが明らかとなった(図 5)。一方、
大部分のPDGFRSca-1+細胞はE-cadherin
陰性分画に含まれていた。一方、血管内皮細
胞マーカーである VE-cadherin については、
PDGFRαと Sca-1 を発現する細胞は確認さ
れなかった。この E-cadherin PDGFR 
Sca-1 三重陽性の細胞と、E-cadherin 陰性で
PDGFRα  Sca-1 共陽性の歯髄幹細胞の
PDGFRαと Sca-1 発現を比較したところ、
E-cadherin PDGFR Sca-1 三重陽性細胞は
歯髄幹細胞よりも低い PDGFRと Sca-1 発
現を示した(図 5)。これらの細胞を培養する
と、E-cadherin PDGFR Sca-1 三重陽性細
胞は歯髄幹細胞と同様の培地組成や上皮細
胞用の培地組成ではうまく増殖させること
が出来なかった。 

 
 ヒト臍帯血由来 CD34 陽性、CD34 陰性細
胞をマウス DPSC または BM-MSC と共培養
すると、Feeder-free 培養系より高い CD34
陽性細胞の維持・産生能が認められた(図 6)。
さらに、in vitro 共培養後の細胞を NOG マ
ウスへ移植し、長期骨髄再構築能について解
析した。共培養群においてマウス骨髄中への
ヒト細胞の生着が認められ、DPSC は
BM-MSCと同等のヒトHSC支持能を示した
(図 7)。 

図 2 
DPSC と BM-MSC におけるサイトカイン産生
能の比較 

図 3 
DPSC の低酸素培
養による細胞増殖 

図 4 
DPSC の低酸
素培養による
継代培養時の
増殖能、骨、
脂肪分化能。 
1 段目及び 3
段目の低酸素
条件で継代培
養した群で良
好な分化が見
られた。 

図 5 
下顎切歯根端部
由来の細胞にお
ける。E-cadherin
の発現。下段右
（ E-cadherin 陽
性 ） 中 に 、
PDGFRα Sca-1
共陽性細胞が一
部存在する（枠線
内）。 

図 6 
ヒト臍帯血由
来 HSC と
DPSC または
BM-MSC との
共培養。共培養
後 の ヒ ト
CD45 陽性細
胞 に お け る
CD34 陽性細
胞率。 

図 7 
ヒ ト 臍 帯 血 由 来
HSC と DPSC また
は BM-MSC との共
培 後 へ 移 植 し た
NOG マウス骨髄に
おけるヒト細胞の
生着率。 
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