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研究成果の概要（和文）：傷害を受けた中枢神経組織の再生と機能回復において、神経系細胞の新生が重要な役
割を果たすことが考えられる。しかし、続発の炎症反応で局所微小環境が過酷であるため、変性や損傷により破
綻した中枢神経組織を修復するのは極めて困難である。本研究では、ヒト歯髄由来細胞を用いて、球状細胞凝集
塊（スフェロイド）を作製した。このスフェロイドは酸欠や栄養不足など過酷な環境下で生存可能、神経系細胞
への分化能があり、in vitroにおいて、マウス海馬組織の神経細胞の新生を促進することが明らかになった。将
来、歯髄細胞由来スフェロイドは脊髄損傷や神経変性疾患等患者の中枢神経組織の再生と機能回復に応用するこ
とができる。

研究成果の概要（英文）：Mammalian adult central nerve system (CNS) injuries are devastating because 
of the intrinsic difficulties for effective neuronal regeneration. The greatest problem to be 
overcome for CNS recovery is the poor regeneration of neuronal cells. Because of the harsh 
micro-environment, it is very difficult to regenerate the damaged neuronal cells, especially 
neurons. In this study, we made spheroids from human dental pulp-derived cells. The spheroids were 
able to survive under very harsh environment, such as shortage of oxygen and nutrition. When they 
were cultivated in neuronal inductive medium, they could be differentiated into neuronal cells. 
Patch clamp technique indicated that cells derived from the spheroids exhibited the capacity to 
produce a tetrodotoxin-sensitive (membrane) depolarization suggesting they have potential to be 
differentiated into functional neurons. The spheroids also improved neuronal cells regeneration in 
co-cultivated  mouse hippocampus slices in vitro.    
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経組織は脳虚血、外傷、脊髄損傷等

により深刻な打撃を受ける。傷害の直後に多

くの神経細胞は死滅し、軸索が断裂し、神経

回路は破壊される。続発の炎症反応で変化さ

れた局所微小環境が神経細胞（主にニューロ

ン）の再生と軸索の伸展を阻害するため、変

性や損傷により破綻した中枢神経組織を修

復するのは極めて困難である。iPS 等幹細胞

を応用した細胞移植法は次世代の中枢神経

再生法として期待されるが、移植後の幹細胞

は局所微小環境の影響で生着率が低いこと

や、未熟でがん化しやすいこと等多くの問題

が存在する。 

２．研究の目的 

本研究では，安全かつ有効な新規中枢神経

再生法を創出するため、（１）ヒト歯髄細胞

スフェロイドより移植用成熟な立体神経組

織を作製する。（２）in vitroにおいて中枢神

経損傷病態モデルを構築する。（３）局所微

小環境改善と神経再生に多標的に促進する

漢方薬剤を開発する。 
３．研究の方法 
（１）歯髄細胞スフェロイドの作製：ヒト歯

髄細胞（DPCs）は日本歯科大学附属病院で抜

歯手術を受けた患者（17-26 歳、日本歯科大

学生命歯学部倫理委員会の承認後、インフォ

ームドコンセントを取得した）の歯髄組織か

ら初代培養することによって得た。抜去後の

第三臼歯を割断し、歯髄組織を摘出した後、

3 mg/ml のコラゲナーゼ I（Sigma-Aldrich 社、

USA ） と 4 mg/ml の デ ィ ス パ ー ゼ

（Sigma-Aldrich）を含有した PBS（－）（和

光純薬、大阪）中に 37℃、1.5 時間処理した。

得られた細胞をストレーナで濾過後、維持培

地[MEM-α（GIBCO 社、USA）＋20％ウシ胎仔

血清（FBS）（NICHIREI Biosciences 社、東京）

＋100 μM L-アスコルビン酸りん酸エステル

マグネシウム塩 n水和物（和光純薬、大阪）

＋2 mM L-グルタミン（GIBCO 社、USA）＋100 

IU/ml ペニシリン（GIBCO 社）＋100 μg/ml 

ストレプトマイシン（GIBCO 社）]中で培養し

た。実験には継代 3代目と 4代目のものを使

用した。スフェロイドの作製は BD MatrigelTM

（BD Bioscience 社、USA）上で行った。

Matrigel を 24 ウェルカルチャーインサート

（BD Falcon 社、USA）中にゲル化した後、DPCs

を 1×106cells/ml の密度でゲル上に播種し、

DPC維持培地をウェル中に 1 ml、ゲル上に 0.5 

ml 添加した。翌日 DPCs はゲル上で長径 100

〜300μm のスフェロイドを形成した。 

（２）歯髄細胞スフェロイドより神経組織へ

の分化：Matrigel で形成されたスフェロイド

を単独またはヒトケラチンノサイトHaCaT細

胞と共同で神経分化誘導培地（ B-27® 

Electrophysiology Kit, Life technologies 

A1413701）中に 2－4 週間培養した。培地交

換を週二回行った。神経細胞の同定は免疫染

色法および電気生理学的な手法で行った。 

（３）In vitro における中枢神経組織損傷病

態モデルの作製：3週齢 Jcl：ICR マウスを断

頭（苦痛度 B）により安楽死させた後、脳組

織を摘出し、海馬組織を分離した。McIlwain 

Tissue Chopper で海馬組織を 350 μmの厚さ

にスライスし、単独または歯髄細胞由来スフ

ェロイドと共同で 1－3 週間培養した。その

後海馬組織中の神経細胞の新生を免疫染色

法などで同定した。 

４．研究成果 

ヒト歯髄細胞は Matrigel 上に播種されて

から 24 時間後、自発的にスフェロイドを形

成した。このスフェロイドを石灰化培地中に

4 週間培養すると、スフェロイドの中に管腔

が形成され、管腔周辺の細胞集団は自発的に

神経系、骨系、軟骨系、内皮系のマーカーを

発現する組織塊に分化した（図１）。 

このスフェロイドを市販神経分化培地中

に 1か月以上培養し続けると、神経幹細胞マ

ーカーである Nestin の発現が認められた。

また、グリア細胞マーカーである GFAP の発

現も確認された。しかし、ニューロンマーカ



図１.ヒト歯髄細胞由来スフェロイドは自発的

に神経系、骨系、軟骨系、内皮系マーカーを発

現する細胞集団に分化した。（Xiao et al., Biol 

Cell. 2014;106:405-419） 

ーである TUBB3 の発現が確認されておらず、

パッチクランプ法で刺激による膜電位の変

化も観察されなかった。つまり、スフェロイ

ドはグリア細胞に分化することができるも

のの、成熟したニューロンに分化できなかっ

た。それで、我々はスフェロイドをヒトケラ

チノサイト HaCaT と共培養した上，神経分化

誘導を行った。3 週間後，歯髄細胞スフェロ

イドより遊走した細胞がナトリウム及びカ

リウムイオンチャネルを発現し，テトロドト

キシン感受性がある成熟した神経細胞に分

化したことが、分子イメージング法およびパ

ッチクランプ法等電気生理学的な測定法で

確認された。さらに、フローサイトメトリー

およびリアルタイム定量 RT-PCR 法で調べた

結果、共培養のスフェロイドは単独培養のス

フェロイドより Nestin、TUBB3 を高く発現し

たことが分かった。 

さらに、このスフェロイドをマウス海馬組

織スライスと共培養したところ、マウス海馬

組織中神経系細胞の新生が促進されたこと

が免疫染色法で確認された。これらの結果に

より、歯髄細胞由来スフェロイドは HaCaT 細

胞との共培養下で機能的な神経細胞に分化

する能力があり、共培養したマウス海馬組織

中の神経細胞の新生を促進することが示さ

れた。将来、ヒト歯髄細胞由来スフェロイド

は脊髄損傷や神経変性疾患等患者の中枢神

経組織の再生と機能回復に応用することが

可能である。 
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