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研究成果の概要（和文）：本研究では, ヒト骨格筋幹細胞の象牙芽細胞分化誘導過程におけるオートファジー関
連遺伝子LC3およびAPG5の新規な生理的役割を明らかにするため, siRNAを用いて詳細な検討を行った. ヒト骨格
筋幹細胞の象牙芽細胞分化誘導において, LC3およびAPG5の発現亢進が認められた. さらに, siRNA処理により象
牙芽細胞分化誘導の抑制が観察された. siRNAを用いたシグナルカスケードの検索により, ヒト骨格筋幹細胞の
象牙芽細胞分化誘導はオートファジー関連遺伝子APG5を介して誘導されたMMP-3により制御されることを明示し
た. 

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the upregulation of autophagy-related gene (APG) 
signaling during human odontoblastic differentiation derived from human skeletal muscle stem cells. 
In a screening experiment, the mRNA and protein levels of microtubule-associated protein 1 light 
chain (LC3) and APG5, together with the amounts of autophagosomes and autophagy fluxes. Treatment 
with siRNAs against APG5 suppressed the odontoblast differentiation. 
  Taken together with our previous findings, we have revealed a unique sequential cascade involving 
APG5, and MMP-3 in odontoblastic cell differentiation of human skeletal muscle stem cells. 

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
	 哺乳類の細胞内大規模分解系である

Autophagy（オートファジー）は細胞質内タン

パク質クリアランス, 発癌抑制, 感染, 免疫
制御, プログラム細胞死, 発生や分化などの
さまざまな生理的役割をもつことが解明さ

れている. 興味深いことに, 根尖性歯周炎の
進展や加齢化歯髄細胞において, LC3 オート
ファゴソームマーカーの発現の上昇や, オー
トファジー関連遺伝子群 Autophagy related 

gene（APG）5 タンパク質の動態変化により
オートファジーが活性化することが報告さ

れている. 歯髄組織は線維芽細胞, 神経細胞
などから構成されるが, とりわけ象牙芽細胞
の存在比が極めて高い. 歯髄組織は象牙質を
再生する高い潜在能力を有しており, 歯髄幹
細胞が象牙質の再生に関与することが示唆

されている.  
	 近年, 従来のう蝕治療法に代わる有効な手
段として, 幹細胞を用いた細胞導入治療法が
注目されており, 特に摘出した臓器に界面活
性剤を灌流して細胞を溶解し, 脱細胞化した
細胞外マトリックスを作成すること, これを
足場（スキャホルド）にして幹細胞を播種し

再細胞化することにより臓器を再生する再

生治療が注目されている.  
	 申請者らはこれまでに, マウス ES細胞, 
マウス iPS細胞, さらにヒト骨格筋組織から

確立したヒト骨格筋幹細胞を用いて, 象牙
質・歯髄複合体の再生メカニズムを解析し, 
新規な幹細胞を用いた細胞導入象牙質・歯髄

複合体再生治療法のモデルを確立した.  
	 本研究では, ヒト骨格筋幹細胞由来象牙芽
細胞分化誘導の実験系を用いて, オートファ
ジー必須遺伝子LC3とAPG5の詳細な動態な

らびに機能解析を行い, 新規な in vitro 歯髄

再生モデルの構築を目的とする. 
 
２．研究の目的 
	 申請者らが新規に確立したヒト骨格筋幹

細胞から高率に象牙芽細胞となる分化誘導

モデルを用いて, 象牙芽細胞の存在比が極め
て高い歯髄の再生過程におけるオートファ

ジー必須遺伝子 LC3と APG5の機能解析（遺

伝子ならびに遺伝子産物の動態）を行う. さ
らに, ラットを用いた in vitroの実験系で, 摘
出した歯を基盤鋳型として, ヒト骨格筋幹細
胞を用いて再細胞化した歯髄組織の再生過

程において LC3, APG5 を含むオートファジ

ー関連遺伝子の動態を観察することで, 従来
の歯髄保存治療であるう蝕治療法や覆髄法

に代わる新規な歯髄再生モデルを構築する

ことを研究目的とする. 

 
３．研究の方法 
	 ヒト骨格筋幹細胞による歯髄細胞分化過

程におけるオートファジー必須遺伝子 LC3

と APG5の機能解析を生化学的手法を用いて

基礎的検討を行う. さらに, ラットを用いた
in vitroにおいて, 摘出した歯を基盤鋳型とし
て, オートファジー制御による再細胞化した
歯髄組織の再生を観察する. 
	

４．研究成果	

（1）ヒト骨格筋幹細胞の象牙芽細胞細胞分

化誘導の評価 

	 Hanging drop 法を施した後, レチノイン酸
存在下で 3 日間浮遊培養させ, その後, ゼラ
チン上に細胞を播種し, BMP-4存在下で 7日

間培養を行った結果, 神経堤細胞マーカーと

象牙芽細胞分化マーカーの遺伝子およびタ

ンパク発現が観察された.  

 

（2）象牙芽細胞分化誘導前後のオートファ

ジー必須遺伝子 LC3とAPG5の発現動態の評

価 

	 経時的に total RNA を抽出し, 象牙芽細胞
分化誘導における LC3とAPG5遺伝子とタン

パク質の発現動態を RT-PCR法を用いて検討

した結果, レチノイン酸添加後に統計学的有



 

 

意な LC3と APG5遺伝子発現が観察された. 
 

（3）歯基盤鋳型の作成 

	 8週齢の雄性 Wister系ラットの前歯を顎骨

ごと摘出し, 24時間の脱細胞化処理が歯基盤

鋳型の作成に効果的であることが明らかと

なった.  

 

（4）オートファジー関連遺伝子産物による

歯髄脱細胞化歯基盤の再細胞化の検討 

	 作製した歯基盤鋳型に骨格筋幹細胞を播

種し, 細胞増殖能および細胞接着能について

検討した結果, 統計学的有意な歯基盤鋳型に

対する骨格筋幹細胞の細胞増殖能および細

胞接着能が観察された. 

 

（5）オートファジー関連遺伝子産物による

再細胞化基盤（脱細胞化マトリックス）の歯

髄再生能の検討 

	 作製した再細胞化基盤（脱細胞化マトリッ

クス）に骨格筋幹細胞を播種し, 歯髄再生能

について検討した結果, 統計学的有意な歯髄

細胞分化マーカーの発現が観察された. 
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