
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

患者由来歯髄幹細胞を応用した口唇口蓋裂の発症機序の解明と治療法の開発

Patient-derived dental pulp stem cell-based innovation for disease mechanism and 
therapeutic development in cleft lip palate

８０３０４８１４研究者番号：

山座　孝義（Takayoshi, Yamaza）

九州大学・歯学研究科（研究院）・講師

研究期間：

２５２９３４０５

平成 年 月 日現在２８ １０ ２４

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究において、CL/P患児由来SHEDでは、ERK1/2のリン酸化の亢進が原因で、その骨再生能
力を抑制している事が判明した。ERK1/2リン酸化の亢進は、その脱リン酸化酵素DUSP4/DUSP6の遺伝子プロモーターの
ヒストン脱メチル化が進行しているためであった。ERK1/2のリン酸化の亢進を阻害する事で、CL/P患児乳切歯由来SHED
の骨再生能力が賦活化され、骨欠損部での骨再生に有益な細胞にレスキューされた。したがって、将来、CL/P患児乳切
歯SHEDを保存し、ERK1/2のリン酸化亢進を阻害した自家SHEDを用いて、CL/P患児の顎骨欠損治療に応用する再生医療学
体系の確立が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this project, we evaluated that CL/P patient-derived SHED expressed an 
enhanced phosphorylation of ERK1/2 to suppress their regenerative capacity to form bone tissue. The 
enhancement of ERK1/2 in CL/P patient-derived SHED was caused by hypomethylation of DUSP4 and 6 DNA 
promoters. The inhibited bone regenerative capacity in CL/P patient-derived SHED was rescued by 
inhibition of ERK1/2 phosphorylation. These findings suggested that, in future, a promising therapeutics 
with autologous SHED-based bone regeneration will be developed in CL/P treatment.

研究分野： 口腔解剖学

キーワード： 歯髄幹細胞　口唇口蓋裂　患者由来幹細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

新生児の発症率の高い外表奇形として口唇口蓋裂 cleft lip 

and palate (CL±P)が知られている。わが国では出生児 1,000 に 1.82

〜2.06 人の割合で発症する。CL/P 患児の約 30%は主な疾患に

CL/P を合併した症候群を呈し、「症候性」と分類されるが、大部

分の 70%は症候群を伴っておらず、「無症候性」に分類されてい

る。 

CL/P の原因として、人種、特定遺伝子、染色体異常、エピ

ジェネティック、母体影響が考えられているが、どれも決定的な

原因が解明されていない。本疾患の発症は、従来から多因子しき

いモデルで説明されることが多く、効果は小さいが相加的に働く

遺伝子と多数の環境因子との相互作用によって生じ、両者の作用

が疾患へのかかりやすさ（易罹病度）の一定のしきい値を越えた

ときに発現すると考えられてきた。 

ヒト歯髄幹細胞は、ヒト永久歯・乳歯の歯髄より、間葉系幹

細胞に属する幹細胞集団としてその存在が同定されている［4, 5］。

歯髄幹細胞は高い増殖能力と様々な細胞への多分化能（象牙芽細

胞／骨芽細胞や軟骨細胞、脂肪細胞、神経細胞、血管内皮細胞、

肝細胞等）を示す。また、免疫反応を調節する新たな機能も報告

されている。最近では、歯髄幹細胞を利用して、骨欠損モデルに

おいて再生医療学的治療効果が認められている。歯髄幹細胞は、

再生医療における有望な細胞ソースと考えられる。 

頭部神経堤細胞 cranial neural crest cells (CNCCs)は、歯や顎

骨・口蓋骨などの形態形成に重要である。従って、CL±Pの発症

にも深く関与していると考えられる。驚くべき事に、移動した

CNCCsは歯の発生期／発生直後の歯髄のみならず、成獣マウスの

歯髄にも存在している。ヒト歯髄幹細胞においてCNCCマーカー

（p75、Nestin）や胚性幹細胞マーカー(Oct-4、SSEA4)を発現して

おり、ヒト歯髄幹細胞がCNCC前駆細胞としての特性を含んでい

ると考えられる。 

ヒトCL±Pの発症では、間葉系細胞でのTGF-beta受容体 

transforming growth factor receptor (TGFBR)とその下流シグナルの

制御が重要であると考えられる。ヒト症候性CL±Pでは、TGF-beta

シグナルに属するfibrin-1 (FBN-1)遺伝子の異常によりMalfan症候

群が［14］、I型TGFBR TGFBR type I (TGFBR1)またはTGFBR2遺

伝子の異常によりLoeyes-Dietz症候群が発症する事が報告されて

いる。ヒト歯髄幹細胞でもTGFBRsとその下流シグナルが機能し

ている。 

 

２．研究の目的 

ヒトCL±Pの発症機序の解明には、ヒトCNCCsの解析が不可

欠である。しかし、ヒトCNCCsを入手する事は非常に困難であり、

またiPS細胞やES細胞からのCNCCsへの分化誘導も成功していな

い事から、ヒトCNCCsのソースとなりうる細胞、特にヒトCL±P

患児に由来する細胞ソースを探求する事が必要である。そこで、

ヒトCNCCsとしての特性を含むヒト歯髄幹細胞、特に乳歯幹細胞

stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED)に注目し、

以下の観点から、ヒトCL/Pの発症機序の解明と再生医療学的治療

法の開発を行う事を研究目標としている。具体的には、無症候性

CL/P患児3名から単離したSHED (CL/P-SHED)を用いて、以下のこ

とを解析することを目的としている。 

① CL/P-SHEDの単離・培養と幹細胞学的特性の解析 

② CL/P-SHEDおけるTGFBRsとその下流シグナルにおける異常

性の解明 

③ CL/P-SHEDおける異常シグナルの正常化 

④ 正常化CL/P-SHEDを用いた骨欠損モデルマウスにおける骨

再生医療の開発 

 

３．研究の方法 

【ヒトCL/P患児3名からのCL/P-SHEDの単離・培養とその幹細胞

学的特性の解析】 

(1) CL/P-SHEDの単離・培養 

(2) CL/P-SHEDの幹細胞特性の解析 

A. Colony-forming unit-fibroblasts (CFU-F)形成能の解析 

B. Population doubling能の解析 

C. 細胞増殖能の解析 

D. 細胞表面抗原発現の解析 

E. 多分化能の解析 

G. 自己複製能の解析 

H. RT-PCR法による遺伝子発現の解析 

【CL/P-SHEDおけるTGFBRsとその下流シグナルにおける異常性

の解明】 

A. CL/P-SHEDおけるTGFBRsの発現解析 

B. CL/P-SHEDおけるTGFBRs遺伝子のDNAシークエンス解析 

C. CL/P-SHEDおけるTGFBR下流シグナルの発現解析 

D. CL/P-SHEDおけるDNAメチル化解析 

E. CL/P-SHEDおけるヒストン脱メチル化解析 

【CL/P-SHEDおける異常シグナルの正常化】 

A. JHDM1d siRNAまたはERK1/2 siRNA処理CL/P-SHEDおける象

牙芽細胞・骨芽細胞分化誘導能 



B. ERK1/2インヒビタ−処理処理CL/P-SHEDおける象牙芽細胞・骨

芽細胞分化誘導能 

【正常化 CL/P-SHED を用いた骨欠損モデルマウスにおける骨再

生医療の開発】 

A.骨欠損モデルマウスへの正常化CL/P-SHEDの移植 

【統計処理】Student t-testで2群間を比較した。 

 

４．研究成果 

【ヒトCL/P患児3名からのCL/P-SHEDの単離・培養とその幹細胞

学的特性の解析】無症候性CL/P患児3名から得た上顎第一乳切歯

から、残存歯髄細胞を採取した。単一付着細胞がフラスコ面に付

着し、その後、独立した付着性コロニーが形成された。健常児乳

切歯歯髄より単離した細胞が形成したCFU-Fコロニー数と比較す

ると、無症候性CL/P患児乳切歯歯髄より単離した細胞が形成した

CFU-Fコロニー数は優位に少なかった。無症候性CL/P患児乳切歯

歯髄より単離した細胞では、健常児乳切歯歯髄より単離した細胞

より優位にポピュレーションダブリングスコアが少なかった。

BrdU incorporation assayにて細胞の増殖能を無症候性CL/P患児乳

切歯歯髄より単離した細胞と健常児乳切歯歯髄より単離した細

胞どの間で比較検討した。ともにP3の細胞を使用した。CL/P患児

乳切歯由来細胞では、健常児乳切歯由来細胞よりBrdU陽性率は優

位に低かった。フローサイトメーターによる解析で、CL/P患児乳

切歯由来細胞 (P3)では、CD146、CD73、CD105、CD90は陽性を

示していた。一方、CD34、CD45、CD14は陰性であった。健常児

乳切歯由来細胞においてもこれら表面抗原の発現は同様であっ

た。 

CL/P 患児乳切歯由来細胞 (P3)を象牙芽細胞・骨芽細胞分化

誘導メディウムで 4 週間培養した所、Alizarin Red-S 陽性を示す

基質が形成された。また、RT-PCR 法により象牙芽細胞・骨芽細

胞分化誘導 1 週では、RUNX2 ALP、OCN、DSPP の各遺伝子

が発現していた。軟骨細胞誘導メディウムで 3 週間培養した所、

SOX9 とアグリカンの各遺伝子の発現が RT-PCR 法により明ら

かとなった。脂肪細胞分化誘導メディウムで 6 週間培養した所、

Oil red O 陽性を示す細胞内顆粒の形成が観察された。また、

RT-PCR 法により脂肪細胞分化誘導 1 週では、LPL および

PPAR2 の各遺伝子が発現を確認した。また、健常児乳切歯由来

細胞 (P3)の多分化能と比較すると、上記 3 種のいずれの細胞分

化においてCL/P患児乳切歯由来細胞ではその分化能力が有意に

劣っていた。 

限界希釈法により、CL/P患児乳切歯由来細胞では8個の単一

コロニーが形成された。各コロニーの細胞増殖試験、象牙芽細

胞・骨芽細胞分化能試験をおこなうと、コロニー間でその能力の

差が認められた。 

H&E染色による移植体構造物の観察では、CL/P患児乳切歯

由来細胞による一次移植体と二次移植体とでは、類似した骨様組

織が形成されていた。また、抗ヒトCD146抗体を用いた免疫染色

を施すと、一次移植体と二次移植体においてともに。CD146陽性

細胞が、骨様基質上に局在していた。この結果より、CL/P患児乳

切歯由来細胞の自己複製能が認められた。以上の結果から、CL/P

患児乳切歯歯髄より単離された細胞は、間葉系幹細胞に属する

SHEDに類似した細胞と考えられ、CL/P患児乳切歯単離間葉系幹

細胞をCL/P-SHEDと称する。 

【CL/P-SHEDおけるTGFBRsとその下流シグナルにおける異常性

の解明】リアルタイムPCR法およびWestern blotting法により、

CL/P-SHEDでは、TBR1、TBR2、TBR3の遺伝子ならびにタンパ

ク質の発現が認められた。健常SHEDと比較すると、CL/P-SHED

でのこれら受容体の発現はすべて非常に低かった。CL/P-SHEDに

おけるTBR1、TBR2、TBR3遺伝子DNAのシークエンスをチェッ

クした所、いずれの受容体の塩基配列にも変異は認められなかっ

た。 

Western blotting法によりTGFBR下流シグナル分子の発現を

解析した。TGFBR下流シグナルのcanonical pathwayとしてSmad2/

リン酸化Smad2、TGFBR下流シグナルのnon-canonical pathwayとし

てIB/リン酸化IB、NF-B/リン酸化NF-B、Akt/リ

ン酸化Akt、p38/リン酸化p38、ERK1/2/リン酸化ERK1/2の発現が

CL/P-SHEDにおいて認められた。それらシグナル分子の発現を健

常SHEDと比較すると、CL/P-SHEDにおいて、ERK1/2のリン酸化

が非常に亢進している事が判明した。その他のシグナル分子なら

びにそのリン酸化は、両者の間で発現の差は認められなかった。

次に、ERK1/2のリン酸化を促進する上流分子ERK1/2キナーゼ、

MEK1/リン酸化MEK1の発現ならびにリン酸化ERK1/2の脱リン

酸化酵素の一群であるdual specificity phosphatases (DUSPs)の

DUSP4、DUSP5、DUSP6のタンパク質発現をWestern blotting法に

て解析した。MEK1/リン酸化MEK1の発現は、CL/P-SHEDと健常

SHEDの間で差は認められなかった。一方、DUSPsに関しては、

DUSP5タンパク質の発現に差は認められなかったが、DUSP4なら

びにDUSP6タンパク質の発現はCL/P-SHEDにおいて低下してい

た。リアルタイムRT-PCR法により、DUSPs遺伝子発現を検索し

たところ、Western blottingの結果と同様、DUSP5遺伝子の発現に

変化が認められなかったが、DUSP4ならびにDUSP6遺伝子の発現

はCL/P-SHEDにおいて有意に低下していた。 



バイサルファイト・シークエンス法により、CL/P-SHEDと健

常SHEDの間では、DUSP4ならびにDUSP6遺伝子プロモーターの

メチル化について著明な変化が認められなかった。ヒストン脱メ

チル酵素の一つであるJHDM1dの遺伝子ならびにタンパク質レベ

ルでの発現が、健常SHED と比べCL/P-SHEDにおいて著明に発現

していた。ChIP法により、CL/P-SHEDにおいてDUSP4および

DUSP6遺伝子のプロモーター領域へのJHDM1dの優位な結合が認

められた。CL/P-SHEDと健常SHEDの間においてH3、H4の発現に

差は認められなかった。メチル化ヒストンの発現を解析すると、

H4K20me1の発現は、両者の間で差が生じていなかった。一方、

H3K9me1、H3K9me2、H3K27me2の発現がCL/P-SHEDにおいて非

常に低下していた。CL/P-SHEDでのDUSP4およびDUSP6遺伝子プ

ロモーターのDUSP4-1およびDUSP6-2の領域では、H3K9me1、

H3K9me2、H3K27me2、H4K20me1のいずれのメチル化ヒストン

の発現が優位に低下していた。 

【CL/P-SHEDおける異常シグナルの正常化】CL/P-SHED (P3)を

JHDM1d siRNAまたはERK1/2 siRNAで処理し、それぞれの遺伝子

発現をノックダウンさせると、象牙芽細胞・骨芽細胞分化誘導下

では、コントロールsiRNA処理群と比較して、Alizarin Red-S陽性

基質の形成が促進された。また、リアルタイムRT-PCR法ならびに

Western blotting法にてALP、RUNX2、OCN、DSPPの象牙芽細

胞・骨芽細胞特異的遺伝子／タンパク質の発現を解析すると、い

ずれの遺伝子／タンパク質もsiRNA処理群おいてに上昇していた。

CL/P-SHED (P3)をERK1/2インヒビターPD325901で処理し、

ERK1/2活性を抑制すると、象牙芽細胞・骨芽細胞分化誘導下では、

コントロール阻害剤無処理群と比較して、Alizarin Red-S陽性基質

の形成が促進された。また、リアルタイムRT-PCR法ならびに

Western blotting法にてALP、RUNX2、OCN、DSPPの象牙芽細

胞・骨芽細胞特異的遺伝子／タンパク質の発現を解析すると、い

ずれの遺伝子／タンパク質もインヒビター処理群おいて上昇し

ていた。 

【正常化 CL/P-SHED を用いた骨欠損モデルマウスにおける骨再

生医療の開発】マイクロ CT ならびに組織学的解析により、

JHDM1d siRNA、ERK1/2 siRNA、ERK1/2 インヒビターPD325901

で処理した CL/P-SHED の移植群では、コントロールと比較して

骨様組織の形成が促進された。 
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