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研究成果の概要（和文）：糖尿病は虚血性疾患の重要な危険因子である。今回我々は，ヒト乳歯歯髄幹細胞
（SHED）培養上清（SHED-CM）の再生医療への可能性について検討した。SHED-CMはヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVECs）のviabilityを有意に増加し，さらに血管内皮細胞遊走能および管腔形成を有意に促進した。また血
管新生の一連の過程を包括的に評価するAortic ring assayにおいて，SHED-CMによりラット大動脈輪からの新生
血管長の有意な伸長を認め，SHED-CMの血管新生促進効果が確認された。SHED-CMは虚血性疾患に対し今後の臨床
応用が期待される治療リソースと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Diabetes is a major risk factor for ischemic vascular diseases. 
Here, we investigated the possibility of stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) for
 regenerative medicine. Conditioned medium collected from SHED (SHED-CM) significantly increased the
 viability and migration of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and induced complex 
tubular structures of HUVECs. Furthermore, SHED-CM significantly increased neovascularization from 
the primary rat aorta, indicating that SHED-CM stimulated primary endothelial cells to promote 
comprehensive angiogenesis processes. 
We can expect that SHED-CM is a useful therapeutic resource for diabetic ischemic diseases in future
 clinical applications. 

研究分野：糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病は心血管疾患および重症下肢虚血などの虚血性疾患の重要な危険因子である。近年，虚血性疾患の新たな
治療法として再生医療が期待されている。今回我々は、ヒト乳歯歯髄幹細胞（SHED）培養上清（SHED-CM）には
血管内皮細胞を直接刺激して血管新生の全ての過程を促進することを示すことができた。このことを考慮する
と、SHED-CMはSHED自体を直接組織に移植する治療法に比べて安全でまた効率的であることから、SHED-CMは虚血
性疾患に対し臨床応用が期待される治療リソースと考えられる。今後の研究の発展を継続していきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病は心血管疾患および重症下肢虚血などの虚血性疾患の重要な危険因子である。近年，虚血
性疾患の新たな治療法として再生医療が期待されている．様々な間葉系幹細胞移植治療による
虚血性疾患の改善効果が多く報告されているが，歯髄幹細胞培養上清によるその効果はいまだ
報告が少なく，また幹細胞移植治療の効果の詳細な機序も依然不明なままである． 
我々は以前に，ヒト乳歯歯髄幹細胞（stem cells from human exfoliated deciduous teeth: 
SHED）培養上清（SHED-CM）による膵ベータ細胞保護効果 1)や神経修復効果を報告した２）．その
要因としては，SHED からの分泌因子群による神経修復においては末梢神経栄養血管の血流改善
および血管新生の促進が一因であることが示唆されているが，SHED 培養上清が血管新生を促進
する詳細なメカニズムは未だに明らかでない． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，歯髄幹細胞をはじめとする体性幹細胞からの分泌因子による糖尿病性虚血性
疾患の改善効果とそのメカニズムを検討することである． 
 
３．研究の方法 
10%の血清を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）で SHED を培養し，80%の細胞
密度に達した時点でリン酸緩衝食塩水により洗浄した．その後無血清の DMEM で 48 時間培養し，
培養上清を回収・遠心して SHED-CM を作成した．さらに限外濾過法を用いて，培養上清分泌蛋白
を分子量 6 kDa 以上，6 kDa 未満の 2群の分画に分けた．また，超遠心法によって上清中のエク
ソソームを回収した． 
SHED 分泌因子の cell viability に対する効果を 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide（MTT）assay で，遊走能に対する効果を Wound healing assay お
よび Boyden chamber assay で，管腔形成に対する効果を Tube formation assay で，whole SHED-
CM，6 kDa 以上および 6 kDa 未満の蛋白分画，エクソソームそれぞれで検討した． 
4～6週齢の C57BL/6J マウスを用いた Matrigel plug assay により，SHED 分泌因子が内皮細胞
の遊走能へ及ぼす効果を確認した． 
ex vivo での SHED 分泌因子の血管新生への効果の検討として，14 週齢の SD ラットを用いた 
Aortic ring assay を行った． 
 
４．研究成果 
MTT assay において，SHED-CM は HUVECs
の viability を有意に増加させた
(fig1)．Wound healing assay，Boyden 
chamber assay および Matrigel plug 
assay では，SHED-CM による血管内皮細胞
遊走能の有意な促進が認められた(fug 
2)．Tube format ion assay において，
SHED-CMによるHUVECsの管腔形成の有意
な促進が認められた(fig 3)．血管新生の
一連の過程を包括的に評価する Aortic 
ring assay において，SHED-CM の添加に
よってラット大動脈輪からの新生血管
長の有意な伸長を認め，SHED-CM の血管
新生促進効果が確認された(fig 4)．いず
れの assay においても，6 kDa 以上の分
画は whole SHED-CM と同等かそれ以上の
効果を示した．MTT assay および Tube 
formation assay においてエクソソーム
は統計学的には有意な促進効果を示し
たが，SHED-CM と比較してその効果は小
さく，エクソソームが血管新生に及ぼす
影響はごく僅かと考えられた． 
 



以上より，SHED-CM は血管内皮細胞を直接刺
激して血管新生の全ての過程を促進するこ
とが示唆され，虚血性疾患に対し今後の臨床
応用が期待される治療リソースと考えられ
た． 
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