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研究成果の概要（和文）：非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）の作用による、幹細胞特性について、マウス歯髄
細胞とヒト歯髄幹細胞、およびヒト歯根膜細胞を用いてアスピリンを作用させ解析を行った。アスピリンを低濃
度もしくは高濃度で作用させ解析を行った結果、石灰化誘導能ではマウス歯髄細胞とヒト歯髄幹細胞において、
アリザリンレッド陽性像が高濃度において顕著であった。ヒト歯根膜細胞では、非作用群と作用群において差は
観察されなかった。脂肪分化誘導においては、ヒト歯髄幹細胞とヒト歯根膜細胞の高濃度作用群において早期に
オイルレッド0陽性像が観察され、非ステロイド性抗炎症薬による分化誘導が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed stem cell property that treated with non steroidal 
anti-inflammatory agent (NSAIDs) using mouse dental pulp cells, human dental pulp stem cells and 
human periodontal ligament cells. Differentiation potential analyzed by treated with high dose or 
low dose aspirin. Cultured in osteogenic and adipogenic differentiation medium, prompt positive 
staining reveled in treated with high dose aspirin. When cultured in adipogenic medium, prompt 
positive staining reveled in treated with high dose aspirin.

研究分野： 幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 
  本研究は、非ステロイド性抗炎症薬
（NSAIDs）の作用により歯髄幹細胞と歯
根膜幹細胞の組織再生能が亢進するという
仮説をたて、1) 組織再生能の亢進を解析す
るためには、歯髄幹細胞と歯根膜幹細胞に
おける NSAIDs の作用を解明する。2) 
NSAIDsを投与したマウスの歯髄細胞の解
析。3)ヒトの歯髄幹細胞と歯根膜幹細胞へ
の NSAIDs の作用の解析より、新たな
NSAIDsプロトコールをこれらの解析より
樹立する。 
 
① NSAIDs は鎮痛・解熱・抗炎症作用を
現し、医療現場において頻用されている薬
物であるが、幹細胞への作用に関する研究
は進んでいない。幹細胞の維持や分化の調
節はニッチと呼ばれる微小環境が担ってい
ると考えられ、ニッチの幹細胞保持に関わ
るメカニズムに、常用量の NSAIDs により
動員された造血幹細胞では生着能と長期生
着性の亢進が報告されている(Hoggatt et 
al.,2013)。 
 
②口腔内の幹細胞についての研究では、歯
髄 幹 細 胞 に つ い て は 、 血 管 周 囲 に
STRO-1/CD146/3G5 抗体陽性像として報
告されている（Shi et al.,2003）。また、歯
根膜幹細胞については、血管周囲に
STRO-1/CD146/CD44 抗体陽性像が観察
されている（Chen et al.,2006）。 
 
③プロスタグランジン（PG）受容体を介し
た幹細胞の動員について、PGE2 受容体ノ
ックアウトマウスでは、NSAIDs の作用に
より前駆細胞の増加と前駆細胞と幹細胞の
動員が観察され、PGE2 受容体のサブタイ
プである EP4 受容体シグナル伝達が減弱
するためと報告している (Hoggatt et 
al.,2013)。また、歯髄細胞や歯根膜細胞の
研究では、歯髄細胞に炎症性サイトカイン
の IL-1 を作用させインドメタシン添加し
COX-2 発現の解析(Chang et al.,2002)や、 
NSAIDs による歯根膜細胞における
PGE2 産生物が減少したとの報告がある
（Mingming et al.,2005）。しかし、歯髄
幹細胞と歯根膜幹細胞おける NSAIDs の
作用の報告はない。 
 
④ In vivo における NSAIDs の作用につ
いて、NSAIDs を投与したラットの歯髄
細胞へ作用は COX-2 の発現低下の報告
(Chang et al.,2012)や、歯根膜において
破骨細胞増殖の抑制が報告されている
（Oka et al.,2012）。申請者らは NSAIDs
を投与されたマウスの解析を行うととも
に、ヒト歯髄幹細胞とヒト歯根膜細胞に
ついても NSAIDs の作用について解析を
行う。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ニッチでの幹細胞保持および骨
誘導の促進に関わる NSDIDs の作用に着目
し、アスピリンを処理したマウス歯髄細胞と
ヒト歯髄幹細胞、およびヒト歯根膜細胞にお
ける分化能について解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）本研究は、日本歯科大学生命歯学部倫
理審査委員会および日本歯科大学生命歯学
部動物実験委員会の承認を得ている。 
 
（２）マウス歯髄細胞の培養 
 マウス歯髄は、マウスの下顎より歯牙を取
り出し、メスを用いて歯根膜や結合組織を除
去後、歯髄の採取を行った。歯髄は、コラゲ
ナーゼ・ディスパーゼ処理を行い遠心後、細
胞懸濁液を作製し、α-minimum essential 
medium (α-MEM)に 20% FBS と 100μM 
L-ascorbic acid phosphate magnesium salt 
n-hydrate、2mM L-glutamin, 100units/ml 
ペニシリン 100μg/ml ストレプトマイシン
を用いて、70μm のナイロンセルストレイナ
ーを通過させ培養を行った。 
 
（３）ヒト歯髄幹細胞の培養 
 ヒト歯髄は、ヒト抜去歯を 70%エタノール
で清掃し、ダイヤモンドバーを用いてセメン
ト-エナメル境に沿って切削後に歯髄を採取
した。歯髄は、コラゲナーゼ・ディスパーゼ
処理を行い遠心後、細胞懸濁液を作製し、α
-MEM に 20% FBS と 100μM L-ascorbic 
acid phosphate magnesium salt n-hydrate、
2mM L-glutamin、 100units/ml ペニシリン 
100μg/ml ストレプトマイシンを用いて、
70μm のナイロンセルストレイナーを通過さ
せ培養を行った。 
 
（４）NSAIDs と PG 受容体阻害薬 
 分化能の解析には、アスピリンの濃度とし
て 2.5μg/ml と 50μg/ml を作用させた。PG
受容体阻害薬には AH6809 と AH23848 を
用いて、それぞれ、1μg/ml, 2.5μg/ml およ
び 25μg/ml 作用させた。作用期間は、細胞
播種日を含めて３日間行い、その後分化培
地を作用させた。 
 
（５）分化誘導能の解析 
 石灰化誘導には、α-MEM に 10% FBS と
100μM L-ascorbic acid phosphate 
magnesium salt n-hydrate 、 2mM 
L-glutamin 、  100units/ml ペ ニ シ リ ン 
100μg/ml ストレプトマイシンに 10mM β-
グリセロリンリン酸と10nMデキサメタゾン
を添加し培養を行った。アリザリンレッド染
色では、4%パラホルムアルデヒドで固定後に



1%アリザリンレッド S を用いて染色を行な
った。脂肪分化誘導には、α -MEM に
20%FBS と 2 mM L-glutamine 
100units/ml ペニシリン 100μg/ml ストレ
プ ト マ イ シ ン 、 0.5 mM 3-isobutyl 
1-methylxanthine 、 0.5 μM 
hydrocortisone、60 μM indomethacin、100 
μM ascorbic acid を添加して培養を行なっ
た。オイルレッド O 染色は、4%パラホルム
アルデヒドで固定後に 0.18%オイルレッド
O を用いて染色した。 
 
（６）RT-PCR 
 mRNA の発現を RT-PCR で解析を行な
った。細胞培養より RNA の抽出と精製を
行い、またプライマーには Oct3/4、Nanog,、
Alkaline phosphatase (ALP)、 CD146、
CD133、 Collagen type I(COL-I)、Bone 
sialoprotein (BSP)、F-Spondin、Periostin
を用いて、サーマルサイクラーにて PCR
を行い、アガロースゲルにて発現を解析し
た。 
 
（７）トランスプランテーションと
NSAIDs の投与 
 トランスプランテーションは、細胞をハ
イドロキシアパタイト／三リン酸カルシウ
ム（HA/TCP）と混合し、麻酔下の免疫不
全マウスに皮下移植を行なった。移植後、
サンプルを採取し 4%パラホルムアルデヒ
ドで固定し 10%EDTA にて脱灰を行なっ
た。脱灰後、パラフィン包埋を行い薄切切
片を作製し、ヘマトキシリン-エオジン
(H-E) 染色を行なった。 
  マウスへの NSAIDs の投与は、アスピリ
ン を 30mg/litter （ low dose ） を
300mg/litter（high dose）を投与する。始
めの１週間はhigh doseを投与し、low dose
へ移行する。給水ボトルの交換は 2-3 日毎
で行う。 
 
（８）歯根膜細胞の培養 
  抜去歯を 1000U ペニシリンと 1000μg
ストレプトマイシンが含有されているリン
酸緩衝液（PBS）で洗浄し、付着している
組織を剥離し 60mm dish にて培養を行な
った。培地は Dulbeecco’s modified Eagle’s 
medium に 10% FBS と 0.25mM 
L-ascorbic acid phosphate magnesium salt 
n-hydrate 、 100units/ml ペ ニ シ リ ン 
100μg/ml ストレプトマイシンを用いた。ま
た、H-TERT 遺伝子を導入し細胞の不死化を
得た。 
    
４．研究成果 
 
 (1)用いたヒト歯髄幹細胞については、初代
培養から継代培養を行い、RT-PCR と免疫不全
マウス皮下へのトランスプラントより幹細
胞特性を確認された細胞を用いた。RT-PCR

より、幹細胞関連遺伝子として、Oct3/4、
Nanog、ALP、CD146、CD133、また象牙
質関連遺伝子として COL-I、BSP の発現が
確認されている。In vivo 実験では、幹細胞
の組織再生能について、ヒト歯髄幹細胞を
HA/TCP とスキャフォールドとしてトラ
ンスプランテーションを行い、サンプルの
採取後 H-E 染色を行い、歯髄結合組織や象
牙芽細胞様細胞、および象牙質様基質より、
象牙質／歯髄様複合体が観察されている。 
 
（２）ヒト歯髄幹細胞とマウス歯髄細胞に
ついてアスピリンを作用させるため濃度検
定を行い、時間および濃度依存的に細胞数
の減少傾向が観察された。細胞増殖曲線に
よりアスピリンを 2.5μg/ml と 50μg/ml を
作用させたヒト歯髄幹細胞において、コン
トロール群（非処理群）と比較し、細胞増
殖傾向の有意差は認められなかった。 
 
（３）マウスへのアスピリンの経口投与を
300mg/litter（high dose）を１週間給水ボ
トにて投与後に 300mg/litter（high dose）
を同様に給水ボトルにて投与した。マウス
歯髄組織の組織学検査より、コントロール
群（非投与群）と比較して、H-E 染色像に
異常像は観察されなかった。 
 
（４）石灰化誘導において、マウス歯髄細
胞とヒト歯髄幹細胞に対しアスピリン前処
理により、アリザリンレッド陽性像の誘導
に違いが観察された。ヒト歯髄幹細胞にお
いては、50μg/ml で前処理を行った作用
kari 群では顕著なアリザリンレッド陽性
像が観察された。 
 
（５）ヒト歯根膜細胞とヒト不死化歯根膜
細胞において、歯根膜関連遺伝子である、
F-Spondin、Periostin の発現が RT-PCR
より解析された。石灰化誘導においては、
2.5μg/ml と 50μg/ml のアスピリン前処理
による非処理群とのアリザリンレッド陽性
像に差は認められなかった。 
 
（６）アスピリン前処理による脂肪分化誘
導において、ヒト歯髄幹細胞では 50μg/ml
の処理群において非処理群と比較して早期
のオイルレッド O 陽性像が観察された。ま
た、ヒト歯根膜細胞においては、非処理群
と比較して、50μg/ml 作用群にいて早期の
オイルレッド O 陽性像が観察され、また、
経時的に 2.5μg/ml と 50μg/ml 処理群にお
いて陽性像が増加傾向であった。ヒト不死
化歯根膜細胞においては、非処理群と比較
して、50μg/ml 処理群において早期のオイ
ルレッド O 陽性像が観察され、ヒト歯根膜
細胞との比較においても経時的に 2.5μ
g/ml と 50μg/ml 処理群において陽性像が
より増加傾向であった。 
 



（７）プロスタグランジン受容体阻害薬と
して AH6809 と AH23848 を用いてそれぞ
れをヒト歯髄幹細胞へ、1μg/ml, 2.5μg/ml
および 25μg/ml の前処理を行った。石灰化
誘導誘導能においては、全ての濃度におい
て、非処理群と比較して、アリザリンレッ
ド陽性像に差は認められなかった。また、
脂肪分化誘導においては、AH6809 と
AH23848 それぞれを 1μg/ml, 2.5μg/m に
て前処理を行った。分化誘導培地にて経時
的にオイルレッド O 陽性像は観察された
が、アスピリンの前処理時と比較して、オ
イルレッド O 陽性像は顕著に減少した。ア
スピリンによるヒト歯髄幹細胞に関して、
石灰化および脂肪分化において、誘導的に
作用することが示唆された。 
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