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研究成果の概要（和文）：我々は、乳歯より間葉系幹細胞(SHED)を単離した。SHEDの骨粗鬆症における細胞治療への可
能性を検索するために、モデルマウスにSHEDを全身投与した。投与後に骨密度や骨梁の回復が確認された。長管骨組織
学的に解析した結果、骨梁の回復とともに、骨芽細胞の増加とTRAP陽性細胞の減少が認められた。遺伝子発現解析でRu
nx2, ALP, Osteocalcinの発現がSHED投与群で上昇していた。血清中の骨吸収に関連するsRANKLとCTXの濃度をELISA法
で測定した結果、SHED投与群で低下していた。以上のことから、SHEDの全身投与は骨形成を促進するとともに、骨吸収
を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We isolated mesenchymal stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED). 
To examine the therapeutic efficacy of SHED on osteoporosis, SHED was intravenously transplanted into 
MRL/lpr mice which were the model for osteoporosis. Systemic transplantation of SHED recovered the 
reduction of bone density and structures in MRL/lpr mice by microCT analysis. Histological analysis 
showed SHED transplantation increased and decreased the number of osteoblasts and TRAP-positive cells, 
respectively, in the long bones. Gene expression analysis showed that the expression levels of Runx2, 
ALP, and Osteocalcin were significantly increased in the bones. In addition, SHED transplantation reduced 
the serum concentrations of soluble receptor activator for nuclear factor κB ligand (sRANKL)and 
C-terminal telopeptides of type I collagen (CTX), which were related with bone resorption. These results 
indicated systematic SHED transplantation promoted the bone formation and inhibited the bone resorption.

研究分野： 小児歯科

キーワード： 乳歯幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会における爆発的医療費増大は、
若年者の社会経済的負担増という深刻な問
題を惹起している。そこで子ども達と高齢者
の相互扶助的視点からの生命学的学術研究
推進が、この重大な社会経済的問題を軽減で
きるひとつの方策として期待される。しかし
ながら、ヒトのライフサイクルを網羅した研
究の実現は皆無であった。そこで『孫の恩返
し（子ども社会から大人社会への恩返し）』
を具体化した本研究課題の遂行は、社会経済
的救済のみならず世代間互助によるヒトの
心と絆の安定に無限の光明を灯すことがで
きる。 
 
２．研究の目的 
こどもは社会の宝であり神秘的可能性を

秘めた存在である。小児歯科学のスローガン
『乳歯は生命の源である』がその具体例のひ
とつである。少子化と高齢化の日本社会で高
齢者医療に貢献できるライフサークルを網
羅した新規医療の開拓が小児歯科医療の使
命である。我々は永久歯との交換による『自
然脱落直後の乳歯歯髄に多分化能や免疫制
御能をもつ間葉系幹細胞が保持されている』
ことを発表した。そこで本研究課題ではトラ
ンスレーショナルリサーチ推進の視点から、
骨粗鬆症モデルマウスを用いて『乳歯幹細胞
療法の老齢者骨粗鬆症への応用の可能性』を
解き明かし、疾患予防と進行抑制をもたらす
新薬開発の糸口を開拓する。 
 
３．研究の方法 
1. ヒト乳歯歯髄組織からの SHED の単離：乳
歯歯髄から通法により SHED を単離して、フ
ローサイトメトリーにて幹細胞表面マーカ
ーの発現を検索し、in vitro での分化誘導に
よる多分化能を確認する。 
2. SHED の骨粗鬆症モデルマウスへの移植 
3. 疾患モデルマウスへの SHED 移植後の解
析：①骨の経時的変化：マイクロ CT を用い
て、SHED 移植後の疾患モデルマウスにおける
骨密度、皮質骨および骨梁を検索する。②試
料採取：SHED 移植後 4週間で、疾患モデルマ
ウスより血清と大腿骨を採取し、大腿骨の一
部は組織切片作成に供する。血清サンプルと
大腿骨の一部は凍結保存し、骨形成と骨吸収
に関連する分子の検索に活用する。③可溶性
RANK ligand (sRANKL)と I 型コラーゲン C-
テロペプチド(CTX)の測定：骨吸収に関与す
る破骨細胞分化因子(sRANKL)と骨基質の分
解産物で骨吸収量を反映する指標である CTX
の血清濃度を ELISA 法で測定する。④骨芽細
胞および破骨細胞特異的因子、骨基質の発現
解析：骨芽細胞特異的因子(Runk2, ALP, 
Osteocalcin)遺伝子の発現量の変化、骨基質
主成分の I型コラーゲン遺伝子・タンパク質
の発現量の変化を RT-PCR 法とウエスタンブ
ロット法でそれぞれ検索する。⑤組織学的検
索：骨組織切片の作製後、HE 染色にて骨梁、

骨髄、皮質骨の変化を検索する。また、TRAP
染色にて破骨細胞数の変化を検索する。 
 
４．研究成果 
1. 交換期で脱落したヒト乳歯より間葉系幹
細胞（SHED） を単離した。単離した SHED は
以下の特性を示し、間葉系幹細胞の特性を有
していることが証明された。 

① 細胞培養下での増殖活性とコロニー形
成能、自己複製能。 

② フローサイトメトリーにより、造血系
幹細胞特異的細胞表面マーカーは陰性、
間葉系幹細胞に特異的な細胞表面マー
カーが陽性。 

③ 間葉系幹細胞特異的遺伝子の発現。 
④ 特殊な細胞培養条件下での多分化能：

骨芽細胞様細胞、軟骨細胞様細胞、脂
肪細胞様細胞、内皮細胞様細胞、神経
細胞様細胞、肝細胞様細胞への分化。 

2. 骨粗鬆症モデルマウスである MRL/lpr 
mice に SHED を静脈投与した。コントロール
として間葉系幹細胞の Gold Standard である
人骨髄幹細胞(BMMSC)を同様に投与した。投
与後にマイクロ CT にて、骨密度や骨梁の回
復が SHED および BMMSC 投与群で確認された。
また、長管骨組織学的に解析した結果、骨梁
の回復とともに、骨芽細胞の増加と TRAP 陽
性細胞の減少が認められた。において、骨芽
細胞特異的因子(Runx2, ALP, Osteocalcin)
遺伝子の発現が SHED および BMMSC 投与群で
上昇していた。さらに、血清中の骨吸収に関
連する sRANKL と CTX の濃度を ELISA 法で測
定した結果、SHED および BMMSC 投与群で低下
していた。以上のことから、SHED の全身投与
は骨形成を促進するとともに、骨吸収を抑制
することが示唆された。 
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