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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト抜去歯由来の４種類の幹細胞と腸骨由来骨髄幹細胞の比較評価を行い、幹細
胞特性を明らかにすることを目的とした。in vivo評価では免疫不全マウス皮下に各種幹細胞移植を行い、in vitro解
析では、細胞増殖能評価を行った。その結果、抜去歯幹細胞は硬組織形成能を有し、骨髄幹細胞より高い増殖能を有し
ていた。本研究成果は、抜去歯は再生医療の開発に有用な細胞供給源であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We isolated and characterized dental stem cells (DSCs) from the dental pulp(DPSCs)
, periodontal ligament (PDLSCs), apical papilla (APSCs) and dental follicle (DFSCs) of mature and immature
 teeth, along with bone marrow-derived stem cells (BMSCs) from the iliac crest. This study compared the in
 vivo tissue forming capacities and proliferative potentials of these cells in terms of growth kinetics, t
elomerase activity. It was found that all kind of stem cells have hard tissue forming potential. In additi
on, it was demonstrated that DSCs possess and maintain high proliferative ability and retarded cellular se
nescence through long-term culture when compared with BMSCs. Our results provide new insights into the phy
siological properties of stem cells and indicate that DSCs are appropriate for basic research and clinical
 applications.
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１． 研究開始当初の背景 
 

近年、将来の再生医療に用いるため、幹細
胞の有する性質について多くの研究がなさ
れている。過去に抜去歯から分離した歯髄、
歯根膜、歯小嚢、歯乳頭幹細胞についてその
特性を評価した報告は複数存在するが、個々
の研究者らが行う統一性を欠いた実験条件
であるため、幹細胞本来の性質や機能を評価
したものであるか疑わしい。本研究グループ
では、上記４種類の抜去歯幹細胞に加え、間
葉系幹細胞の代名詞となっている骨髄幹細
胞を同一培養条件下で比較評価することで
真に臨床応用に有用な幹細胞の同定が可能
であると考え、評価を行った。その結果、抜
去歯幹細胞は骨髄幹細胞と同等な多分化能
を有し、さらに活発な増殖能を有しているこ
とを明らかにした。しかし、臨床応用を想定
すると、細胞治療を行うには一定の幹細胞数
の確保が必要である。また、幹細胞は損傷部
位に遊走し、細胞増殖が活性化され組織修復
を行うホーミング機能を有することが報告
されている。 
そこで、本研究では、抜去歯幹細胞と骨髄

幹細胞における組織形成能についての in 
vivo 評価および幹細胞の長期培養による増
殖能、老化度、テロメアーゼ活性、アポトー
シス解析による特性評価を行った。 
本研究は、５種類のヒト幹細胞の有する組

織形成ポテンシャルと幹細胞のホーミング
機構解明について評価を行い、将来の再生医
療に向けた真に有用な幹細胞の同定を図る
プロジェクトであることが考えられる。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究は、ヒト抜去歯の歯髄、歯根膜、歯

小嚢、歯乳頭に由来する幹細胞、さらに腸骨
由来の骨髄幹細胞を用いて、これらの間葉系
幹細胞が有する本来の幹細胞特性を明らか
にすることである。 

 
３．研究の方法 
 
 抜去歯幹細胞と骨髄幹細胞を分離し、以下
の比較評価を行った。 
(１) in vivo 評価 
抜去歯幹細胞と骨髄幹細胞を免疫不全マウ
ス皮下に移植を行い、各種幹細胞の組織形成
能について組織学的解析を行い、評価した。 
 
(２)長期培養による細胞増殖能の比較解析 
４種類の抜去歯幹細胞と骨髄幹細胞につい
て継代数 20 まで長期培養を行い、各種幹細
胞の倍加レベル；population doubling level 
(PDL), 倍加時間；population doubling time 
(PDT)を算出し、細胞増殖能の変化を評価し
た。 
(３)細胞周期解析 
サブコンフルエントで細胞を回収し、メタノ

ール固定後、PBS で洗浄し、 Annexin V 
Fluorescein staining kit(Roche) 10 分、
室温でインキュベート後、PBS で洗浄し、
Flowcytometry(Guava)にて解析した 
（継代数 15）。 
 
(４)細胞老化関連βガラクトシダーゼ染色
による細胞老化解析 
継代数３,10,15,20 でβガラクトシダーゼ染
色を行い、各種幹細胞間における細胞老化の
割合を比較評価した。 
 
(５)テロメアーゼ活性測定 
テロメア伸長関連酵素であるテロメアーゼ
活性測定キットを用いて、抜去歯幹細胞と骨
髄幹細胞のテロメアーゼ活性について相対
定量を行った。 
 
(６)アポトーシス測定 
細胞死(アポトーシスおよびネクローシス)
が生じているか否か評価するため、各種幹細
胞群の陽性率をフローサイトメトリーにて
定量評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
(１) in vivo 評価 
in vivo で各種幹細胞の有する組織形成能

について解析した。免疫不全マウス皮下にハ
イドロキシアパタイト(HA)と各種幹細胞を
移植し、16 週間後に摘出し脱灰、固定後に切
片を作製した。 
ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色とマッ

ソン・トリクロム(MT)染色の結果、各種幹細
胞で硬組織形成がみとめられた。さらに移植
したヒト幹細胞が硬組織を形成したか否か
を特定するためにヒト特異的抗体である抗
ミトコンドリア、ビメンチン抗体を用い、免
疫染色を行った。 
その結果、硬組織および HA 周囲に陽性反

応を示した。また骨系マーカーである抗 DSP、
BSP 抗体に陽性反応を示した。一方、control
として HA 単独の移植群では硬組織形成は生
じなかった。以上の結果より、移植したすべ
ての幹細胞は硬組織形成能を有することが
明らかになった。 
 

図 1:抜去歯幹細胞移植群の一例(歯乳頭幹細
胞移植群)。すべての幹細胞でハイドロキシ
アパタイト(HA)周囲に硬組織形成がみとめ
られた。(＊：形成された硬組織) 



 
(２) 長期培養による細胞増殖能の比較解析 
in vitro による増殖能評価においては、異な
る継代数で細胞増殖を算出した。その結果、
倍加レベルにおいて抜去歯幹細胞は、骨髄幹
細胞よりも高く、倍加時間は短かった。この
傾向はすべての継代数で同様の傾向がみと
められた。これらの結果から、抜去歯幹細胞
は長期培養においても骨髄幹細胞よりも活
発な増殖能を有していることが明らかとな
った。 
 
（３）細胞周期解析 
継代数が進行した細胞は、増殖が緩徐となる
ことが明らかとなったが、さらにフローサイ
トメトリーを用いて細胞周期解析にて確認
を行った。その結果、継代数 15 では抜去歯
幹細胞は骨髄幹細胞よりも分裂期に移行し
ている細胞の割合が多かった。一方で休止期
に移行している細胞の割合は骨髄幹細胞で
多くみられた。 
 
(４) 細胞老化関連βガラクトシダーゼ染色
による細胞老化解析 
βガラクトシダーゼは老化細胞に特異的に
染色されるマーカーとして用いられている。 
本研究では、異なる継代数における各種幹細
胞間で陽性細胞数に差が生じるか比較検討
した。その結果、継代数３では抜去歯幹細胞
は陰性であったのに対し、骨髄幹細胞では約
10%陽性細胞の反応がみとめられた。さらに
継代数 10 に達すると、歯小嚢、歯乳頭幹細
胞は陰性であったが、歯根膜、歯髄幹細胞で
陽性細胞数が増加した。継代数 15 に達する
とすべての細胞種で陽性反応がみとめられ
た。しかし、各種幹細胞間には染色濃度に差
がみられた。そこで濃度差による定量評価を
行った。その結果、抜去歯幹細胞は低染色性
の陽性細胞が多くみられた。一方で骨髄幹細
胞では高染色性の陽性細胞が多くみとめら
れた。以上の結果から、骨髄幹細胞は抜去歯
幹細胞よりも細胞老化が早いことが明らか
となった。 

図２：抜去歯幹細胞と骨髄幹細胞の老化度比
較評価(継代数 15, 20)。抜去歯幹細胞は骨髄
幹細胞より陽性染色性が低いことがみとめ
られた。 
 
(５)テロメアーゼ活性測定 

テロメアーゼ活性は細胞寿命を反映して
いることが報告されている。本研究では継代
数３と 10 で各種幹細胞間の定量評価を行っ
た。 
定量評価には骨髄幹細胞を１として相対定
量評価を行った。その結果、継代数３の時点
では各種幹細胞間に大きな差はみとめられ
なかった。しかし、継代数 10 では抜去歯幹
細胞と骨髄幹細胞には最大 7.5 倍(歯小嚢幹
細胞との相対比較)の大きな差がみとめられ
た。この結果より、抜去歯幹細胞は継代数が
進んでも高いテロメアーゼ活性を有してい
ることが明らかとなった。 

 
図３：テロメアーゼ活性の相対定量 
継代数 10 に達すると抜去歯幹細胞と骨髄幹
細胞との間に大きな差が生じることが明ら
かとなった。 
 
(６)アポトーシス測定 
老化細胞は細胞死(アポトーシス)が生じて
いるか否か評価するため、各種幹細胞群の陽
性率をフローサイトメトリーにて定量評価
を行った。その結果、継代数３と 15 の両方
ですべての幹細胞群でアポトーシスおよび
ネクローシスは生じていないことが明らか
となった。この結果から老化細胞にはアポト
ーシスは生じていないことが明らかとなっ
た。 
 
本研究は抜去歯幹細胞の組織形成能と増

殖能について焦点を当て、抜去歯幹細胞の特
性評価解析を行った。抜去歯幹細胞とハイド
ロキシアパタイトを混在させマウス皮下に
移植を行い、HE、MT、免疫染色による組織学
的評価を行った。その結果、すべての幹細胞
群で HA 周囲に硬組織形成が観察された。ま
た、将来の細胞をベースとした再生医療は、
一定数の幹細胞の確保が必要である。そこで、
本研究では、幹細胞の長期培養による増殖能、
老化度、テロメア活性、アポトーシス解析に
よる特性評価を行った。その結果、細胞増殖
能に関しては継代数が増加しても抜去歯幹
細胞は骨髄幹細胞よりも高い増殖率能を示
した。継代数３の時点ではヒト抜去歯幹細胞
は、βガラクトシダーゼに陰性であったのに
対し、骨髄幹細胞では約 10%が陽性反応を示
した。さらに、継代数 15 になると抜去歯幹
細胞よりも骨髄幹細胞で陽性染色濃度が上
昇した。また、テロメアーゼ活性は、その差
が最大７倍と増大した。以上のことから、抜
去歯幹細胞は高い増殖能を有することから
幹細胞のホーミング機構解明のための有用
なツールとなることが考えられる。また、現
在、医療廃棄物として扱われている抜去歯は、



将来の再生医療のための細胞供給源として
有用である可能性が高いことが明らかとな
った。 
昨年は国際幹細胞学会(ISSCR)がアメリカ

のボストンで開催され、今年は日本再生医療
学会で口演発表を行い、本研究内容の一部を
発表した。その結果、複数の反響を得た。 
今後はさらに詳細な抜去歯幹細胞の特性評
価を行い、真に有用な幹細胞同定を行う予定
である。 
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