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研究成果の概要（和文）：ヒト間葉系幹細胞の様々な機能により、既存治療では治すことのできないアンメット
メディカルニーズに対する臨床応用は進んでいるが、そのメカニズムに関しては未知の部分が大きい。一方では
間葉系幹細胞を培養する際に基材の硬さを変えることで分化制御ができることが明らかとなってきた。本研究で
はヒト歯根膜由来間葉系幹細胞を特にstiffnessによって分化制御する方法を検討し、再生治療製品の開発を念
頭に、骨再生するための最適な表面硬さを見出した。また次世代シークエンサーにより硬さの違いによる遺伝子
発現の変化を解析した。以上より、硬い表面硬さが間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化誘導を促進することが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Although clinical application of human multipotent mesenchymal stromal cells
 (hMSCs) has been spread for unmet medical needs, the mechanisms is not well understood. It is 
important to define which hMSCs are effective and how to transplant hMSC, so the evaluation index of
 hMSCs has been explored.  Our laboratory introduced osteoinductive medium, which contains ascorbic 
acid, beta-glycerophosphate, and dexamethasone, for cell culture of human periodontal 
ligament-derived MSCs, transplanted them to periodontal defects, and observed true periodontal 
regeneration. Recent studies indicated the stiffness can control the differentiation of hMSCs.  In 
this study, we cultured hMSCs on the different stiffness culture surface, and observed that higher 
stiffness induced more osteogenic phenotypes of hMSCs. Next generation sequencer revealed the change
 of gene expression by the difference of stiffness. These results suggested the stiffness of culture
 surface  modulate the differentiation of hMSCs.

研究分野：歯周組織再生学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト間葉系幹細胞の様々な機能により、既
存治療では治すことのできないアンメット
メディカルニーズに対する臨床応用は進ん
でいるが、そのメカニズムに関しては未知の
部分が大きい。一方では間葉系幹細胞を培養
する際に基材の硬さを変えることで分化制
御ができることが明らかとなってきた。 
２．研究の目的 
本研究ではヒト歯根膜由来間葉系幹細胞
を特に stiffness によって分化制御する方法
を検討し、再生治療製品の開発を念頭に、そ
の分化の最適条件の検索を目的とした。また、
足場基材硬さの変化による遺伝子発現の差
異を次世代シークエンサーを用いて解析し、
硬さがどのように生物学的な影響を及ぼす
かを検討することを目的とした。 
３．研究の方法 
東京女子医科大学倫理委員会承認を経て、
ヒト抜去歯牙歯根膜組織より間葉系幹細胞
を抽出した。通法に従い、拡大培養し、継代
3 回目の時点で小分けにされ凍結保存した。
市販の硬さ 0.2，0.5，1，2，4，8，12，25，
50kPa の硬さを示すマルチウェルディッシュ
にて歯根膜由来間葉系幹細胞を培養し、その
接着増殖能ならびに分化能を測定した。 
 

 
 
 
 
４．研究成果 
接着試験においては、0.2～8kPa の比較的
柔らかい基材上においてはその接着増殖能
が有意に低下した。 

 
 
 
 
 

また同様の条件において硬組織誘導試薬の
添加による ALP 活性を測定したところ、通常
硬さのディッシュと比較して 4,8kPa 以外の
硬さにおいて ALP 活性が優位に低下した。 

4,8kPa ならびに通常硬さのプラスチックデ
ィッシュにおいて歯根膜由来間葉系幹細胞
を培養し、トータル RNA を回収し、次世代シ
ークエンサーにてその遺伝子発現を解析し
たところ、20％程度の遺伝子発現に変化があ
った。以上より、歯根膜由来間葉系幹細胞の
骨分化・歯根膜分化における最適培養基材硬
さが明らかとなった。 
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