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研究成果の概要（和文）：本研究では、硫化水素がヒト歯髄からのβ細胞分化細胞数を増やし、インスリン合成も増加
させた。機序はWNTやPI3K/AKTの促進による。ところが、高グルコースでは細胞数・インスリン分泌が激減した。しか
しこれは、糖毒性によるアポトーシスであることを明らかにした。さらにβ細胞分化方法を変え、かつ硫化水素濃度を
10倍としたところ、糖毒性は、ほぼ消滅し、インスリン分泌能の高いβ細胞が得られた。すなわち、硫化水素曝露にて
膵臓のリバースエイジングが可能と思われた。

研究成果の概要（英文）：This study had shown that hydrogen sulfide increases the number of b-cells and 
also insulin secretion from the cells reproduced from human tooth pulp. However high glucose decreased 
the number of cells and insulin secretion because of apoptosis. Hence we revised the protocol of 
regeneration of b-cells from human tooth pulp, and increased hydrogen sulfide concentration to 10 times, 
and glucotoxicities were almost disappeared, and the cells produced large amount of insulin. Thus 
exposing human tissue to hydrogen sulfide may cause reversing aging of the pancreas.

研究分野： 口腔衛生
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Chamber には 0.1 ng/mL の硫化水素‐５％CO2 

流れている。この硫化水素は Permeator で作られ

５％CO2 で上記濃度に希釈する。この濃度では培

養液中で 1 nmol/L を示す。 

 

（4）膵臓様分化と Real-time RT-PCR  

Real-time RT-PCR は StepOnePlus™  

Real-Time PCR System (Applied Biosystems)で

行い. CRT² Profiler PCR Array Data Analysis 

version 3.5(Qiagen)で分析し相対値を求めた。 

 

(5) WNT and PI3K-AKT signaling pathway 

の real-time RT-PCR for 

WNT or PI3K-AKT Signaling Pathway PCR 

Array (Qiagen) を manufacturer’s protocol に

従い実施した . 発現を検索した：  WNT 

canonical pathway; planar cell polarity; 

WNT/Ca+2; cell development, proliferation, 

migration; WNT signaling target genes; and 

WNT signaling negative regulation。 

 

４．研究成果 

（１）膵臓様分化に対する硫化水素の影響：

pancreatic endocrine factors 

CD117+ cellsからのpancreatic differentiationに

対する 0.1 ng/mL H2S 6 日間曝露の影響を曝露無

しと比較した。INS, GCG, SST そして PPY の

免疫染色結果を図 3 に示す。 

 

免疫染色は定性試験なので、フローサイトメータ

ー Guava EasyCyte flow cytometer (Guava 

Technologies, Hayward, CA, USA)で、Insulin 陽

性細胞数および Glucagon 陽性細胞数の定量を行

った。結果を図 4 に示す。 

 

 
硫化水素曝露により Insulin 陽性細胞数は優位に

増加し、逆に Glucagon 陽性細胞数は優位に減少

し、硫化水素曝露により高血糖をコントロールし

やすい再生膵臓が出来たことが証明された。 

 Inslin 産生を制御する INS, GCG, SST, PPY, 

PDX1, HHEX, NKX6-1 の発現を RT-PCR で調べ

たところ、図 5 に示すように差はみられない。 

 
（2）グルコース刺激と Inslin・c-peptide 産生 

細胞内外における Insulin量および Insulin産生副

産物である c-peptide 濃度はグルコース刺激で増

加すると、一般に考えられる。そこでグルコース

刺激効果への硫化水素曝露の影響を検討した。 
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結果を図６に示した。過去の再生膵臓の 1000 倍

程度のインスリン増加が見られる。 

 
全体にグルコース刺激で Insulin 濃度は高くなる

また細胞内外で硫化水素曝露により Insulin 濃度

は高い傾向にある。しかしグルコースを最高濃度

にすると Insulin 濃度は激減する。これは糖毒性 

の為であり、アポトーシスが発生することを本研

究で確かめている。 

 

（3） WNT signaling pathway の RT-PCR  

硫化水素曝露により増加した gene は多岐にわた 

り、the canonical WNT pathway: DKK1, FZD5, 

FZD9, NFATC1, SOX17, TCF7, WNT10A, 

WNT16, WNT3A, WNT6, WNT7A and WNT7B, 

the WNT/calcium pathway: NFATC1, WNT10A, 

WNT16, WNT3A, WNT6, WNT7A and WNT7B 

WNT signaling negative regulation and cell 

development, proliferation, migration 

pathway：FOSL1, MMP7, MYC, DKK1, SOX17 

などで優位な増加が見られた （図 7）。Cell 

development, proliferation and migration 

associated genes にも増加が見られた。 
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（4） Fold change of PI3K-AKT related genes 

Fold change of PI3K-AKT related genes の全体

的な蛍光を図 8A に示した。硫化水素曝露により

遺伝子発現が全体的に強くなっているのが分かる。 

Group A-E の強発現 gene を示した。 

 

 

 
 

 

 
 

考察と結論 

ヒト歯髄からの膵臓再生の際、硫化水素に曝露す

ると機能の高いβ細胞が発現することが分かった。

しかし、糖毒性によりβ細胞が apoptosis を起こ

しインスリンを産生しない減少も観察された。こ

れは硫化水素が誘導したのではなく、分化した細
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胞全般に認められる。更なる分化法の改善が必要

だが、この結果は、より安全で確実な硫化水素剤

投与による膵臓機能再生医療が間近にある事を示

すものである。これは糖尿病患者から高齢者まで

膵臓のリーバースエイジングの可能性を強く示唆

するものである。官による、体性幹細胞再生医療

の現実性・安全性の再認識と、科学の指導者の再

生医学の現実直視が必要とされる。 
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