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研究成果の概要（和文）：　本研究では著しい唾液分泌障害気候解明のプロトタイプとして自己免疫性唾液腺炎である
シェーグレン症候群患者から得られた歯髄細胞と健常者から得られた歯髄細胞を唾液腺細胞に分化転換させ、比較する
ことで本疾患の成立機序の解明と治療法の確立を目指すこととを目的とする。歯髄細胞から唾液腺細胞への分化を試み
るため共培養を行ったところ、アクアポリン５（AQP-5）の発現は見られたものの、ムスカリン受容体、アミラーゼの
発現は見られず、明らかな分化とは断定できなかったことにより、唾液腺細胞への分化は認められないと判断した。

研究成果の概要（英文）：　To investigate mechanism of autoimmune sialoadenitis, transdifferentiation from 
pulp cells to salivary gland cell was tested using normal and Sjogren syndrome human dental pulp tissues. 
Co-culture of normal pulp cells and salivary gland cell was carried out and expression of salivary gland 
cell was investigated using RT-PCR. Dental pulp cell expressed aquaporin-5 (AQP-5) after co-culture of 
salivary gland cells. However, other markers such as amylase were not detected. The result suggests that 
transdifferentiation from dental pulp to salivary gland cells is difficult using co-culture technique.

研究分野： 歯科保存学
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１． 研究開始当初の背景 
 
日本では現在、130種類の難病が指定されており、
発症機構の解明、治療法の確立が期待されている。
発症機構の解明にあたっては、病変部からの細胞
採取が必要となるが、Ⅰ型糖尿病やパーキンソン
病などでは、病変が深部臓器や中枢神経に位置し
ているため、細胞が採取できず、発症の解析が困
難であった。近年、難病患者由来の細胞、組織幹
細胞やiPS細胞は疾患特異的な性質（疾患原因因
子）を有することが明らかとなり、疾患の標的細
胞に分化させることで難病発症機構の再現・解析
が可能となってきた（右図）（Cell 2009 
134:877-86; Nature Med 2010 16:1400-6; Nature 
2011 478:391-4）。口腔領域の難病として口腔乾燥
症を主徴とするシェーグレン症候群があるが、当
研究グループでは、これまでシェーグレン症候群
の病因、病態の解析ならびに幹細胞を用いた唾液
腺の再生に従事してきた(Science 1997 
276:604-7; J Immunol 1999 162:2488-94; J 
Immunol 2002 169:1050-7; Mol Cell Bio 2006 
26:2924-35, J Immunol 2012 188:4654-62; Stem 
Cells 2012 30:1925-37)。他の難病と同様にシェ
ーグレン症候群患者の幹細胞においても、患者に
由来する組織幹細胞は疾患特異的性質を有するこ
とが示唆される。 
 一方、歯髄は象牙質に囲まれた組織で、齲蝕や
切削等の侵襲がなければ細胞分裂を起こすことが
少ないため、歯髄には多くの組織幹細胞が存在す
ると考えられている。研究代表者の村松は従来か
ら歯髄研究に携わり、歯髄細胞が低酸素、熱刺激
などの環境に暴露した際のダメージ回避機構を検
討し、歯髄細胞は刺激が加わった際に高い増殖能、
高い分化能や石灰化能を示すことでダメージを回
避し（Eur J Oral Sci 2003 111:332-8; J Dent Res 
2006 85:432-5; J Endod 2010 36:668-74, J Dent 
Res 2010 89:679-83; Cell Calcium 2012 
52:124-36）、これらの変化が高齢者の歯髄や老化
した歯髄細胞では減少することから、歯髄にみら
れる高い増殖能や分化能は歯髄幹細胞に起因する
と考察してきた（Int Endod J 2004 37:814-8; Int 
Endod J 2005 38:817-21; J Endod 2008 34:818-21）。 
 組織幹細胞のうち最も多く研究されているのは
骨髄間葉系幹細胞であるが、侵襲が少なく採取で
きる歯髄から幹細胞の分離と解析が Gronthos ら
(PNAS 2000)や Miura ら(PNAS 2003)によって行わ
れ、歯髄幹細胞が骨髄間葉系幹細胞と同様の表面
抗原、多分化能を有すること
が明らかとなり、再生医療研
究に用いられるようになっ
た（Gandia et al. Stem Cells 
2008; Sakai et al. J Clin 
Invest 2012）。また唾液腺の
再生において、歯髄幹細胞と
同様の性質をもつ骨髄間葉
系幹細胞と唾液腺細胞とを
共培養することで、骨髄間葉

系幹細胞を唾液腺細胞に分化転換させる
ことが可能という報告がみられてきた
（Lin et al. J Dent Res 2011; Maria & Tran 
Stem Cell Dev 2011）。 
 これらの研究背景から研究代表者らは、
シェーグレン症候群患者から分離した歯
髄幹細胞を用い、唾液腺細胞に分化転換さ
せることによりシェーグレン症候群の発
症機構の解明、さらには治療法の開発が可
能であると着想した。具体的には、健常者
の歯髄とシェーグレン症候群患者の歯髄
からそれぞれ分離した歯髄幹細胞を唾液
腺細胞に分化転換させた後に、シェーグレ
ン症候群で特異的に増加あるいは減少す
る疾患特異的因子を解明し、さらにシェー
グレン症候群特異的歯髄幹細胞から分化
転換された唾液腺細胞は自己抗原を有し
ているか否かをシェーグレン症候群患者
の自己反応性リンパ球と共培養させるこ
とで検討できると考え、これにより、シェ
ーグレン症候群の原因解明ならびに治療
法の開発が可能になると着想し、本研究の
立案に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 唾液分泌障害は口腔粘膜疾患や多発性
の齲蝕や歯周炎だけでなく口臭、さらには
嚥下障害や誤嚥性肺炎、萎縮性胃炎を引き
起こすことが多く、全身状態や QOL に大き
く影響する。このため疾患発症機構の解明
や治療法の開発は急務である。本研究では
著しい唾液分泌障害機構解明のプロトタ
イプとして、自己免疫性唾液腺炎であるシ
ェーグレン症候群患者から得られた歯髄
細胞と健常者から得られた歯髄細胞を唾
液 腺 細 胞 に 分 化 転 換
（transdifferentiation）させ、これらの
細胞を比較することで、本疾患の発症機構
の解明、さらには治療法の開発を検討する
ことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
１）歯髄細胞： 
 歯髄細胞は当研究グループで所有す
る健常者からの抜去歯（乳歯あるいは
第三大臼歯）とシェーグレン症候群患
者の抜去歯（千葉県こども病院より供
与）からの歯髄細胞を用いる。 

 
２）歯髄から幹細胞の分離 
 幹細胞の分離はGronthosら（2000）の
方法に準じて行う。抜去歯から無菌的に
歯髄を摘出し、酵素処理後、6-wellのdish
に播種する。２週後に細胞が50個以上の
細胞集団を形成したものを選ぶ。このう
ちFACS解析にて表面抗原マーカー 



CD73, CD90, CD105 が95％以上陽性（右図）
で、CD11b, CD19, CD34, CD45, HLA-DRに
2%以下で陽性を示す細胞を歯髄幹細胞と 
する。 

 
 
 
 
 
 
 

 
３）唾液腺細胞への分化転換との確認 

 歯髄幹細胞から唾液腺に分化転換させるため
には、まず研究分担者の美島が研究しているマ
ウス胎児顎下腺由来間葉系細胞をフィーダーと
し、その上に歯髄幹細胞を播種することで唾液
腺細胞への方向付を行う。その後、Maria & 
Tran の方法（2011）にしたがい、歯髄幹細胞
とヒト耳下腺あるいは顎下腺細胞を Trans 
well を用いて 3-7 日間、共培養した後、歯髄幹
細胞から RNA を抽出し、RT—PCR 法にて唾液
腺細胞のマーカーであるアクアポリン 5 
(AQP-5)、ムスカリン受容体、アミラーゼの発
現を検索する（右図）。唾液腺マーカーの発現
が確認されたものを分化転換した唾液腺細胞と
して使用する  

 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
 歯髄細胞から唾液腺細胞への分化を試みるため
両者をトランスウェルを用いて共培養を行ったと
ころ、歯髄細胞にアクアポリン５（AQP-5）の発現
が見られた。一方、他のマーカーであるムスカリ
ン受容体、アミラーゼの発現は見られなかった。
このことから明らかな分化とは断定できなかった
ことにより、唾液腺細胞への分化は今回用いた方
法では認められないと判断し、さらなる検索が必
要と判定した。 
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