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研究成果の概要（和文）：我々は、脊髄完全切断モデルラットにFGF2(塩基性線維芽細胞増殖因子)で処理した
hDPCs(ヒト歯髄細胞)を移植し、損傷後の機能回復効果について報告した。しかしながら，hDPCs に対する FGF2
 の作用機構及び各 hDPCs 間の回復効果の差については不明のままであった。本研究では、豊富な歯髄細胞バン
クを背景として、脊髄損傷後の治療効果においてドナー間に明らかな違いがあること、すなわち移植後の治療効
果にドナー個体差が存在することを確認し、DNA マイクロアレ イによる遺伝子発現解析から，損傷後の回復効
果及び FGF2 処理と関連する応答性遺伝子を検討した。

研究成果の概要（英文）：The central nervous system in adult mammals does not heal spontaneously 
after spinal cord injury (SCI). We recently reported that FGF2-pretreated human dental pulp cells 
(hDPCs) can improve recovery in a rat model of SCI. This study aimed to investigate mechanisms 
underlying the curative effect of SCI enhanced via FGF2 pretreatment; we selected three hDPC lines 
upon screening for the presence of mesenchymal stem cell markers and of their functionality in a rat
 model of SCI. We identified FGF2-responsive genes via gene expression analyses in these lines. FGF2
 treatment upregulated GABRB1, MMP1, and DRD2, which suggested to contribute to SCI or central the 
nervous system. In an expanded screening of additional lines, GABRB1 displayed rather unique and 
interesting behavior; two lines with the lowest sensitivity of GABRB1 to FGF2 treatment displayed an
 extremely minor effect in the SCI model. 
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１．研究開始当初の背景 
	 我々はこれまでに今後の再生医療への貢
献を目的に、医療廃棄物として処理されてい 
た抜歯後の智歯より 200 ライン以上のヒト
歯髄細胞(human Dental Pulp Cell : hDPC)
を樹立し、hDPCs の高い増殖能、低酸素や
Chemicaldifined された環境での培養、iPS 
細胞への誘 導など、再生医療資源としての
有用性を報告してきた (文献 1, 2, 3, 4)。ま
た、近年、共同研究者である岐阜薬科大学
の福光先生らのグループによって、脊髄完
全切断モデルラットにおいてFGF2処理した
DPCを移植後、機能回復効果を認めたことが
報告がされた (文献 5)。これまでの研究報告
にて iPS誘導効率において若年者と高齢者の
DPC で違いがあることが分かっており(文献
4)、我々はドナーの違いで脊髄損傷モデルラ
ットへの回復効果について差が存在するの
かどうかについて着目した。またドナー個体
差が存在すれば、この「個体差」を解析する
事が、脊髄損傷治癒過程における FGF2 処理
したヒト歯髄細胞の役割の解析、そして脊
髄損傷後の機能回復のメカニズムの解明に
繋がると考え、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
脊髄完全切断モデルラットに FGF2 で処理
した hDPCs を移植し、hDPCs が神経損傷
を回復させる効果を持ち、さらにはドナー
間に明らかな効果の違いがあることを確 認
する。また回復効果を認めた群とあまり認め
なかった群において遺伝子の解析を通して、
FGF2 処理歯髄細胞による脊髄損傷の機能
回復のメカニズムの解明を目指す。  
 
３．研究の方法 
(1)年齢や性別，歯牙形成段階の異なるヒト
第三大臼歯から樹立した歯髄細胞［Dental	
Pulp	(DP)1,	DP31,	DP165,	DP296］を脊髄完
全切断モデルラットに移植し， Basso,	
Beattie,	and	Bresnahan	(BBB)スコアを用い
た運動機能回復評価，損傷部上位脊髄に電気
刺激を行い損傷部下部脊髄で測位する電気
生理学的評価，移植後８週間後の脊髄凍結切
片に免疫組織学的染色を用いた形態学的評
価にて解析した。		
(2)FGF2 処理及び未処理の hDPCs における網
羅的遺伝子解析(DNA マイクロアレイ)を行い，
移植に用いたヒト歯髄細胞での遺伝子発現
変化をリアルタイム -Polymerase	 Chain	
Reaction	(PCR)にて検討した。	
(3)回復効果を認める hDPCs に共通して発現
変化を認めた遺伝子 GABAA 受容体β1 サブユ
ニ ッ ト ( γ -aminobutyric	 acid	 type	 A	
receptor	β1	subunit:	GABRB1)の発現上昇
が乏しい DP185 の移植実験を行い，回復効果
を検討した。	
(4)ウエスタンブロットを用いて，FGF2 処理
前後の hDPCs における GABRB1 タンパク質発
現を検討した。	

	
４．研究成果	
	 (1)BBB スコアを用いた運動機能評価を行
い，リン酸緩衝食塩水	(Phosphate	Buffered	
Saline:	PBS)	と比較し,	DP1,DP31,DP165 は
有意な運動機能回復を認めた。しかし，	
DP296 は有意な運動機能回復効果を示さなか
った(図１)。	
(図１)	

	
	
	

	
	

	

	
	
	

電気生理学的解析では，正常ラットと比較し
て DP1,DP31,DP165 において刺激に伴う誘発
電位の潜時は有意な差が見られなかったが，	
DP296 において有意な遅延を認めた。(図２)	
(図	２)	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	

	
	

	
	

	
	
	

	
	

	
	

	
	
	
形態学的解析では，アストロサイトマーカー
である Glial	 fibrillary	 acidic	 protein	
(GFAP)陽性細胞は DP165 では損傷部下部にお



いても残存しているのに比較して，DP296 で
はほとんど確認されなかった。また再生軸索
マーカーである 43	kDa	growth	associated	
protein	(GAP43)陽性細胞は DP165 では確認
されたのに比較して，DP296 においてはほと
んど認められなかった(図３)。	
(図	３)	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
(2)DNA マイクロアレイ解析を行い，FGF2 処
理による発現上昇を認めた 8つの遺伝子に着
目した。リアルタイム-PCR にて，治療効果が
乏しかった DP296 では有意な発現上昇を認め
ず，治療効果を認めた DP1，DP31，DP165 に
共通して発現上昇を認める遺伝子 GABRB1 を
見出した。(図４)	
(図	４)	
	

(3)GABRB1 が回復効果と連動して発現変化す
る遺伝子の可能性を検証するため，新たな 10
個の	hDPCsから FGF2処理後にGABRB1の有意
な発現上昇を示さない DP185 を見出した。同
様のモデルラットを用いた DP185 の移植を行
い，運動機能評価解析から有意な運動機能回
復を示さない結果が確認された(図１)。	
(4)ヒト歯髄細胞において，明らかな GABRB1
のタンパク質発現は検出されなかった。(図
４)	
(図	４)	
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