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研究成果の概要（和文）：歯髄幹細胞は免疫制御因子を放出しており、骨髄、脂肪幹細胞と比較して、その量が多いこ
とが示唆された。この差を利用して免疫制御に関わる因子を探索したところ、Monocyte chemoattractant protein-1(M
CP-1)が挙げられた。MCP-1は、歯髄幹細胞培養上清中に他の因子と比較して、非常に多く含まれており、MCP-1の添加
によって、IFN-γ、LPS刺激によるin vitro炎症反応の抑制が見られたことから、歯髄幹細胞が放出する免疫制御因子
の1つとしてMCP1が挙げられることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The conditioned medium (CM) of dental pulp stem cells (DPSCs) was found to be the 
most effective in immunomodulation compared to the CM of bone marrow stem cells (BMSCs) and adipose stem 
cells (ADSCs). We investigated the immunomodulatory factors present in the CM of DPSCs compared to those 
of BMSCs and ADSCs using microarray data of pulp, BM, and adipose CD31- SP cells. The highest expressed 
factors in pulp CD31- SP cells compared to BM and adipose CD31- SP cells were further investigated using 
Real-time RT-PCR and Milliplex analysis.
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) level was higher in DPSCs CM than any other chemokine or 
cytokine. Moreover, MCP-1 suppressed the inflammatory response induced by IFN-γ and LPS in vitro. All 
these results suggested that MCP-1 was involved in the immunomodulatory effect of the CM of DPSCs.

研究分野： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
近年、日本は超高齢化社会の一途をたどっ

ており、全身の健康維持のため、また QOL
向上のために歯の健康を保つことは必須で
ある。したがって、当研究室では、深いう蝕
による露髄や歯髄炎が起こった場合でも歯
髄を極力残し、歯を長持ちさせることが必要
と考え、歯髄幹細胞を用いた歯髄再生による
新しい、抜髄・感染根管治療法の開発を行っ
てきた。近年、イヌの根完成歯の抜髄後の根
管内に歯髄由来 CD31- SP 細胞あるいは
CD105+細胞を自家移植し、完全に歯髄を再生
することに成功し、歯髄幹細胞の自家移植の
有効性を明らかにした 1), 2), 3)。 
しかし、臨床において抜髄される年齢のピ

ークは 40 歳代後半であるため、自家の歯髄
組織の供給には限界があり、歯髄幹細胞の安
全性と品質を保証するためには自家幹細胞
は高価となる。 
歯髄幹細胞を用いた歯髄再生を臨床に普

及するためには、治療時の需要に応じて安全
で高品質、さらに安価な製品として歯髄幹細
胞を供給できることが望ましく、形質を維持
したまま増幅が可能であれば、一ドナー由来
の歯髄幹細胞を増幅させて、安全性と品質を
確保し、多くの患者に供給する同種移植によ
る歯髄再生が望まれる。 
これまで、間葉系組織幹細胞では、MHC 

class II の発現が低いことにより、免疫特権を
持ち、T 細胞の増殖を起こさないことが知ら
れている 4),5)。また、近年、間葉系幹細胞が T
細胞の増殖、生存、活性化を促進するサイト
カインである IL-2 の受容体を分解する因子
を放出しており、それによって T 細胞の活性
化が抑制され、免疫反応が抑制されると報告
された 6)。in vivo の実験において、皮下移植
した組織幹細胞が長期間拒絶反応を示さな
いことも報告されている 4)。さらに、歯髄幹
細胞に関しては、免疫制御機能を持つことが
示唆されている 7)。 
しかしながら、歯髄幹細胞から放出される

免疫制御因子は未だ明らかにされておらず、
また、歯髄幹細胞の免疫制御メカニズムも明
らかではない。我々の予備的実験の結果、歯
髄幹細胞(CD31- SP 細胞)の培養上清が末梢血
単核球(PMBC)の増殖を抑制し、免疫制御機能
を持つことが示唆された。そこで、我々は同
種移植による歯髄再生を目指して、歯髄幹細
胞の免疫制御因子を明らかにし、その因子を
利用した同種移植の可能性を検索するとい
う着想に至った。 
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２．研究の目的 
 本研究は、歯髄幹細胞から放出される免疫
制御因子を同定し、その因子を利用した同種
移植の可能性を探ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
①ヒト歯髄幹細胞分取 
 同意を得た後に智歯より歯髄組織を摘出
し、酵素消化後、歯髄細胞を分離し、培養し
た (DPSCs)。この細胞から、G-CSF の遊走能
を利用した、膜遊走分取法によって、膜分取
歯髄幹細胞 (MDPSCs)を分取し、培養した。 
②ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞分取 
ブタ歯髄、骨髄、及び脂肪組織から細胞を

酵素消化法にて分離後、フローサイトメータ
ーにて Hoechst33342 を強く排出する SP (side 
population)画分中の CD31-細胞を分取し、培
養した。 

 
(2) リンパ球混合培養反応(mixed lymphocyte 
reaction: MLR)  
同意を得た後、採血し、Lymphoprep Tube 

(Axis-Shield)にて、単核球 (PBMC)を比重遠心
によって分離した。stimulator となる同種
PBMC を Mitomycin C (100g/ml)で 1 時間、
前処理し、細胞増殖を停止させ、培養上清を
添加して、Cell Counting Kit-8 にて細胞増殖能
を調べた。 
歯髄、骨髄、脂肪幹細胞培養上清は、回収

後、Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices 
(3K)を使用して約 70 倍に濃縮し、Bradford 法
にてタンパク濃度を測定した。濃縮した培養
上清を 5g/ml になるように添加して MLR を
行った。 
 
(3) 培養上清中の免疫制御因子の探索 
①Real-time RT-PCR 
 ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞から
Trizol にて total RNA を抽出し、cDNA を合成
した。Micro array の結果から、歯髄で発現量
が高い遺伝子について、プライマーを設計し、
Light Cycler (Roche)にて Real-time RT-PCR を
行った。 
②Western Blotting 
 ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞から、
タンパクを抽出し、12%TGXTM FastCastTM 
Acrylamide Kit (BIO-RAD)を使用して、電気泳
動し、セミドライブロッティング装置にて
PVDF メンブレンにブロットを行った。1 次



抗体として、抗 MCP-1 抗体 (abcam)を使用し
た。 
③サイトカイン/ケモカイン定量 
 歯髄幹細胞培養上清濃縮液中のサイトカ
イン/ケモカインをタンパク質多項目同時測
定システム (Millipore)を用い、MILLIPLEX® 
MAG Kit (Millipore)を使用して測定した。 
 
(4) in vitro における炎症反応に対する制御能 
ヒト歯髄幹細胞に IFN- (20ng/ml) + LPS 

(1g/ml)を添加し、培養上清濃縮液、あるい
は、MCP-1 (R&D systems) (100ng/ml)を添加し、
22 時間培養した。同様に、ヒト急性単球性白
血病細胞株 THP-1細胞を PMA10-8Mにて 2日
間マクロファージ様細胞に分化誘導し、
IFN-(20ng/ml) + LPS (100ng/ml)を添加し、そ
こへ培養上清濃縮液、あるいは、MCP-1 (R&D 
systems) (100ng/ml)を添加し、46 時間培養し
た。培養後、total RNA を抽出し、cDNA を合
成後、Applied Biosystems 7500 Real-time PCR 
systems にて Real-time RT-PCR を行った。 
 
４．研究成果 
これまで、イヌ歯髄組織からフローサイト

メトリーにて CD31- SP 細胞や CD105+細胞を
分取し、自家移植することで、歯髄組織が再
生することを示してきた 1)-3)。しかし、歯髄
再生療法を臨床応用するにあたり、これらの
細胞は、フローサイトメトリーを使用するた
め、安全性に問題がある。そこで、歯髄幹細
胞の G-CSF に対する遊走能を利用した、膜遊
走分取法を開発した(文献 2)。この膜分取歯髄
幹細胞 (MDPSCs)の免疫制御能について解析
した。 
フローサイトメトリーにて各種細胞表面

マーカーを解析したところ、いずれも MHC 
class I については、陽性だが、CD40、CD80、
CD86、MHC class II は発現が低く、ほぼ陰性
であった (表 1)。このことから、歯髄幹細胞
においても、骨髄、脂肪由来間葉系幹細胞と
同様に、移植しても、宿主側の T 細胞等から
の攻撃を受けにくいことが示唆された。 

 
表 1 幹細胞表面マーカー陽性率 

 MDPSCs DPSCs 
陽性率 (%) 陽性率 (%) 

CD29 97.5±0.6 96.3±1.4 
CD31  0.0±0.0  0.6±0.6 
CD44 97.4±2.6 97.5±1.9 
CD73 97.9±1.4 97.4±1.4 
CD90 98.2±1.7 96.0±3.0 

CD105 97.8±0.4 55.6±8.7 
CXCR4 18.2±2.3  5.7±1.0 
G-CSFR 58.9±6.2 10.6±1.8 

CD45  0.0±0.0  0.0±0.0 
CD40  0.0±0.0  0.3±0.0 
CD80  2.3±0.6  7.0±1.3 
CD86  0.8±0.3  0.6±0.2 

MHC class I 97.9±1.3 95.2±0.2 
MHC class II  0.3±0.2  1.0±0.4 

 次に、自己 PBMC とマイトマイシン C 
(MMC) 処理を行った他者 PBMC を混和し、
そこへ各歯髄幹細胞培養上清を添加して、
MLR を行った。その結果、歯髄幹細胞培養上
清を添加することで、自己 PBMC の増殖が抑
制された (図 1)。さらに、間葉系幹細胞の由
来する組織による違いを比較するため、ブタ
歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞の培養上清を
用いた MLR を行ったところ、歯髄 CD31- SP
細胞培養上清添加時に最も自己 PBMC 増殖
を抑制した (図 2)。 

図 1 ヒト歯髄幹細胞培養上清を用いた MLR  

図 2 ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞培
養上清を用いた MLR 
 
図 2 の結果を受けて、歯髄 CD31- SP 細胞

において、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞と比較
して発現が高い遺伝子をマイクロアレイに
て解析し、それらの遺伝子について、さらに
Real-time RT-PCR を行ったところ、下表の結
果であった(表 2)。 

 
表 2 ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞に
おける各種遺伝子発現 

Gene name 歯髄/骨髄 歯髄/脂肪 
NOV/CCN3 0.1 0.7 

GM-CSF 0.2 0.1 
NPY 1.8 35.7 

MCP1 2.0 4.3 



また、ヒト歯髄幹細胞培養上清中のサイト
カイン/ケモカインを定量したところ、MCP-1
が他と比較して、非常に多く含まれているこ
とがわかった(図 3)。 
さらに、ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP

細胞における MCP-1 タンパク発現を Western 
Blotting にて調べ、歯髄 CD31- SP において最
も高いことを確認した (図 4)。 
 

図 3 歯髄幹細胞培養上清のサイトカイン/ケ
モカイン定量 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 4 ブタ歯髄、骨髄、脂肪 CD31- SP 細胞に
おける MCP-1 タンパク発現の比較 
 
これまでの報告から、MCP-1 は、主に単球

やT細胞等の組織浸潤等に関与していること
が知られているが、免疫調節能(Zisman D.A., 
et al. J. Clin. Invest.1997)、また、ラット脊髄損
傷モデルにおいて、組織修復、抗炎症反応に
関与する M2 マクロファージの誘導に関与し
ていることが報告されている (Matsubara K., 
et al. J. Neurosci. 2015)。 
そこで、探索した結果、歯髄幹細胞培養上

清に多く含まれ、骨髄、脂肪と比較して高発
現であることから、MCP-1 リコンビナントタ
ンパクを添加し、炎症性サイトカイン mRNA
発現を調べた。 
ヒト歯髄幹細胞を IFN-とLPSにて刺激し、

歯髄幹細胞培養上清、MCP-1 リコンビナント
タンパク添加によって、免疫抑制に関与する
IDO、TGF- mRNA 発現が上昇した(図 5A, B)。 
マクロファージ様細胞に分化誘導した

THP-1 細胞を IFN-と LPS にて刺激し、歯髄
幹細胞培養上清、MCP-1 リコンビナントタン
パク添加によって、炎症に関わる IL-1、
TNF- mRNA 発現が低下し(図 6A, B)、免疫

抑制に関わる IL-10 mRNA発現が上昇した(図
6C)。以上の結果から、MCP-1 が歯髄幹細胞
の免疫制御能に関わる因子の一つとして考
えられることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 IFN-、LPS 刺激した歯髄幹細胞における
IDO、TGF- mRNA 発現変化 
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図 6 IFN-と LPS にて刺激したマクロファー
ジ様分化誘導 THP-1 細胞における IL-1、
TNF-、IL-10mRNA 発現変化 
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