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研究成果の概要（和文）： 

全ての細胞は適切な賦活因子および組織環境因子(足場,分化因子,培地など)の条件下で,典型的

炎症性サイトカインであるＴＮＦαの刺激により、遺伝子発現の第一段階である転写を担う酵素

（RNAポリメラーゼII,POLⅡ）が自由な状態から、組織化されたPOLⅡになり,これにより再生へ

の有効な転写となる全能性細胞（胚性幹細胞）を経由して,目的の細胞に分化し,目的の組織を再

生することができることが示唆された. 

研究成果の概要（英文）： 

Every cell can differentiate into target cell and regenerate target tissue 

via embryo-stem cell under the condition that RNA polymeraseⅡ that takes on first step 

transcription of gene expression, change from free state to systematized state by TNF

α  which is typical inflammatory cytokine and appropriate activation factor and 

organizational environment factor(scaffold,differentiation factor,,culture media). 

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 2,900,000 870,000 3,770,000 

２０１０年度 400,000 120,000 520,000 

２０１１年度 300,000 90,000 390,000 

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・保存治療系歯学 

キーワード：保存修復学 

 
１．研究開始当初の背景 

う蝕などによって失われた歯質(象牙

質・エナメル質など)の形態，機能を

取り戻すには金属，プラスティック，

セラミックなどの人工物では限界があ

り，生物学的再生療法が，理想的な治療

法と考えられる.すなわち生体細胞の持

つ自然治癒力によって歯質を再生させ

ることが最良の治療法になる. 

これまで，ヒト抜去第三大臼歯から抽出
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した歯髄間葉系幹細胞を用いた象牙質

再生実験は実際に行われており，免疫不

全マウスで象牙質様物質の生成の報告が

ある  .しかし，第三大臼歯の抜歯を前

提とする再生療法は細胞調達に限界が

あり，再植，自家移植への利用を考慮す

ると最善の方法とは言い難い.さらに，

象牙質の再生だけでなく，象牙質・エナ

メル質複合体の再生，ひいては歯の再生

まで可能な再生療法が臨床応用の幅が広

がり，がさらに有用である.そこで我々は，

医科では既に各方面で臨床応用が進んで

いる骨髄間葉系幹細胞を用いて，これま

での我々の研究成果を発展させるべく

象牙質・エナメル質複合体の再生実験を

計画した. 

２．研究の目的 

エナメル結節はシグナリングセンター

としての役割担っていると考えられ，エ

ナメル上皮細胞および歯乳頭細胞の分

化をコントロールしている.そして 

Sonic Hedgehog(SHH)は，エナメル結節

において産生される代表的なシグナル

分子であり，そのレセプターである 

Patched を介して上皮細胞の分化を制

御している. また象牙芽細胞は歯にお

ける特徴的な硬組織形成細胞であり，

Dentin Sialoprotein は特異的，かつ唯

一の象牙芽細胞マーカーであるが，骨芽

細胞によって生成される骨細胞にも存

在するという文献もある.最近の論文で

は Lhx6（Lim homeobox protein 6） が

有用な象牙芽細胞マーカーであると述

べており .2004 年から開始した象牙芳

細胞分化試験ではこの Lhx6 をマーカー

として用い，2006 年.2008 年の I ADR 

発表時にその有用性を証明した.これら

の知見や解析法を手がかりに,骨髄間葉

系幹細胞を用いて歯の発生という複雑

な生命現象,分化機序をインビトロにお

いてシミュレートさせることによって

象牙質 ・エナメル質複合体の再生実験

を計画した.本研究ではまず骨髄間葉系

幹細胞を象牙芽細胞に分化させ,象牙質

を再生させ,その外側にエナメル質を再

生させる象牙質 ・エナメル質複合体再

生実験を行い,この研究期間内に in vitro

で各種サイト カイン,分化因子, 足場

を用いヒト骨髄間葉系幹細胞が象牙芽

細胞に分化し, 長期的には象牙質を形

成し その外側にエナメル芽細胞が分

化発生し，エナメノレ質を生成し歯の再

生につながる一連の象牙質・エナメル質

複合体の再生現象を証明する. 

３．研究の方法 

⑴ ヒ ト 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞  (RIKEN  

BioResource Center) を用い滅菌シャーレ上

で CO2 インキュベーターで培養する.培地に

は 10％ウシ胎児血清，抗生物質含有のαMEM 

培地等を用い，6-8 代継代した細胞を実験に

供する. 

⑵各種サイトカインによる刺激による象牙

芽細胞・象牙賀再生/エナメル芽細胞分化実

験 

Tumor necrosls factor-α ，IL-β1，Noggin，

ソニックヘッジホッグ，Chordin，CTGF/CCN2，

アメロジェエンなども考慮し，象牙芽細胞分

化/象牙質生成・エナメル芽細胞分化/エナメ

ル質生成における関連レセプターの活性化

とそれに続< SMADシグナリングも視野に入れ

た実験系を構築する.各時間刺激後，細胞を

回収し，免疫染色による関連抗原の検出

と,Thermal Cycler Dice を用いたリアルタイ

ム PCR 法により標的マーカーの分子生物学

的解析を行う.石灰化誘導因子あるいは象牙

芽細胞・エナメル芽細胞の mRNA レベルでの



 

 

発現の解析は，type 1 co11agen,alkaline 

phosphatase, BMP-2, 

osteunectin,osteopontin,osteocalcin ，

dentin sialoprotein，Lhx6，amelogenin に

対するプライマーを用いる.また.並行して

骨髄間葉系幹細胞の分化形態を生物顕微鏡

で観察し，象牙芽細胞・エナメル芽細胞に特

徴的な像が見られるどうか確認し，分化に有

効な因子の発見に努める. 

⑶マイクロアレ一法による関連遺伝子の検

索および絞り込み実験と.主要関連遺伝子の 

Real Time  PCR 実験: 

象牙芽細胞/エナメル芽細胞関連 m-RNA  

(Lhx6. アメロジェニンなど)の発現の検索

と確認  

 ①関連遺伝子のプライマーの設計 

 ②PCR 条件の最適化 

③Total RNA の抽出: Chomczyski の改変法で

行う.高速冷却遠心機およびマイクロアレ一

法による関連遺伝子の検索(一次スクリーニ

ング実験) . 

④ RNA 試料から混入 DNA の除去. 

⑤リアルタイム RT-PCR:得られた精製 RNA 

について逆転写反応を行い.蛍光標識した標

的プライマーを用いて逆転写産物の定量  

PCR を Thermal  Cycler Dice Real Time 

System 用いて行う. 

⑥ ＰＣＲ産物の確認，定量解析: : Thermal 

Cycler Dice Real Time System を用いて遺

伝子発現分析・定量解析を行う. 

⑷免疫染色実験: 

象牙質.エナメル質関連タンパク質{オステ

オカルシン.アメロジェニンなど)の発現.局

在を調べるために.各種抗体を用いて免疫染

色を行う. 

①ウェルマイクロプレート内に各々カバー

グラスを入れ，その上で細胞を培養する. 

②カバーグラスごと細胞を取り出し，PBS で

洗浄後，4%パラホルムアルデヒドで 10 から 

15 分間固定する. 

③1%Triton-X/O.1M リン酸緩衝液で 10 か

ら 1 5 分間処理する. 

④【プロッキング,一次抗体反応】 

1%BSA/PBS で室温で，湿箱内で 30 分プロッ

キングを行う.各種象牙質/エナメル質関連

発現タンパク質に対する一次抗体を用い，適

切な希釈濃度で湿箱内で至適温度，至適時間

で反応させる. 

⑤【二次抗体反応】 PBS で洗浄後，至適濃

度 に 希 釈 し た Alexa Fluor 488 ， 568 

(lnvitrogen) などの蛍光標識抗体と.湿箱

内で 20 分/室温で反応させる. 

(6)【封入】水溶性封入材(VECTASHILED,DAPI 

入り Vector 社)で封入する. 

象牙芽細胞，エナメル芽細胞 (Cells,細胞) 

増殖因子 (Signal  Molecules,シグナル分

子) )，足場 (Scaffo1d/Malrix) 

の 3 要素を用いた，すなわち組織再生の 

Triad による象牙質・エナメル質複合体生成

/再生実験を行う. 

開発を行う. 

 
４．研究成果 

今回の一連の研究により下記の３項目を

明らかにした。 

⑴ＴＮＦαとエムドゲインゲル（アメ

ロジェニンを主成分）を用いて、骨髄

間葉系幹細胞から象牙芽細胞が誘導

され、象牙質様物質が生成されること

を証明により骨髄間葉系幹細胞の多

能性の証明した. 

 



 

 

 

 

 【結果および考察】 

オステオカルシン,Ｌｈｘ６のｍ−ＲＮ

Ａが経時的に増加した.これまでの研究

結果を総合した結果,ヒト骨髄間葉系幹

細胞からエムドゲインゲルとＴＮＦα

によって誘導された象牙芽細胞は,コラ

ーゲンゲルなど適切なスキャホールド

を用いることによって象牙質の生成を

促進する可能性が示唆された. 

う蝕や窩洞形成などの外因性刺激によ

り免疫応答の一環として炎症性サイト

カインが歯髄リンパ球から放出され修

復象牙質が形成されるが,この時歯髄幹

細胞が象牙芽細胞に分化すると考えら

れている.すなわち,歯髄内の TＮＦαな

どの特定の炎症性サイトカインやアメ

ロジェニンなどの分化因子が ,歯髄幹

細胞の象牙芽細胞への分化および修復

象牙質の形成に働くという仮説の下に

本研究を行った.Liechty 等によると,移

植した骨髄幹細胞は軟骨細胞,脂肪細胞

など移植部位に特異的組織あるいは臓

器の細胞に分化する. 

本研究では,その証拠にもとづいて,適

切な分化因子,足場を用いて歯髄様環境

を再現できれば,骨髄幹細胞は象牙芽細

胞に分化し象牙質を生成すると考えた.

その結果,象牙芽細胞分化および象牙質

生成が促進されたが,これはヒト歯髄幹

細胞よりも調達が容易なヒト骨髄幹細

胞を用いて象牙質の再生,ひいては象牙

質エナメル質複合体の再生が可能とな

り,将来有用な臨床応用技術となること

が示唆された. 

(2)ヒト骨髄間葉系幹細胞の多能性(全

能性)は分化が進んでも保たれることを

証明し,失われた組織の再生には全能性

賦活因子の重要性を示唆した。 

 

潜在的多能性保持の証明実験  

【結果および考察】全能性試験群と分化

細胞群では,Klf4 の発現に差異を認めた.

また分化因子投与後３週では BGla(OCN)

の発現が DMEM−で少ないことがわかっ

た.Klf4 について 3 週経過での群間で発

現差が,６週経過では逆の差を認めた.

解離曲線の分析によって各プライマー

の適正性を検討し,各遺伝子の発現を経



 

 

時的に比較分析を行った結果,分化細胞

において Klf4 の発現が減少する傾向が

認められたものの,全般的に全能性細胞

群と分化細胞群では遺伝子発現の明ら

かな差は認めなかった.  

これにより,ヒト骨髄間葉系幹細胞は培地や

分化因子によって多少の差は認められるも

のの,基本的な全能性は分化が進んでも保た

れることが示唆された. 

多能性保持培地群（ＲＥＰＲＯマイナス

群:ＲＥＰＲＯ培地に分化因子を加えな

い群と）と分化試験用培地群（ＤＭＥＭ

プラス群:ＤＭＥＭ培地に分化因子を加

えた群と）を比較した結果,全能性マー

カー遺伝子の有意な発現差は認めなか

ったがこれは,ＴＮＦαの作用で多能性

遺伝子は発現し適切な分化因子により

組織特異的な遺伝子がファクトリー仮

説により,有効になり再生が開始すると

考えることができる. 

(3)ＴＮＦαが全能性賦活因子であるこ

とを示唆。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【結果】 

 TNFα（＋）群では, Lhx6 の著明な経

時的発現量増加を認めたが,TNFα（−）

群では認めなかった. 

【考察および結論】 

TNFα（＋）群では, Lhx6 の経時的発現

量増加を認めたが,TNFα（−）群では増

加を認めなかった.これより,ヒト骨髄

間葉系幹細胞が多様な組織に分化する

ためには,全能性賦活因子としての TNF

αが必要であることが示唆された. 

 

今回の研究結果から,幹細胞に限らず全ての

細胞はＴＮＦαにより潜在的全能性を賦活

され,環境条件を満たせば胚性幹細胞に誘導

できる可能性が示唆された. 

文献によると,皮膚細胞や粘膜細胞など

の分化組織細胞から全能性細胞(ips 細

胞)が誘導できることがわかっている.

京都大学の山中伸弥教授は皮膚細胞に 3

つの転写因子（Oct3/4,sox2,Klf4）を導

入して ips 細胞を誘導しているが,今回

の 実 験 で も 分 化 細 胞 に お い て も

sox2,Klf4 の発現を認めた.マウスの皮

膚の細胞から直接,神経細胞を作り出す

ことに,米スタンフォード大の研究チー

ムが成功している.これら事実は,分化

している体細胞にも潜在的万能性があ

ること.さらに組織が万能細胞によって

分化再生するにはある程度の万能細胞

数が必要であること.さらに万能細胞を

増殖させるための特殊な環境（培地,足

場）が必要なことを示している.              

今回の結果から,ヒト骨髄間葉系幹細胞

は培地や分化因子によって多少の差は

認められるものの,基本的な全能性は分

化が進んでも保たれることが示唆され

た.そして,失われた組織の再生には全

能性を賦活させるための因子（細胞,転

写因子,足場,培地）が改めて重要である

ことがわかった.現在行っているヒト骨

髄間葉系幹細胞を用いた象牙質エナメ

ル質複合体の生成にも in vitro 実験と

併行して組織環境をシミュレートした



 

 

in vivo 実験も必要であると思われる.                            

現在 ips 細胞による再生療法研究が盛ん

であるが、ips 細胞はあくまでも人工的

に作成した万能細胞であるので薬剤開

発には有用であるが,生体組織の再生に

は、がん化や短命化などの限界がある. 

本研究で示唆された生体固有の全能性

賦活因子による全能性細胞の誘導の可

能性は,がん化や短命化などの危険のな

い画期的および理想的な再生治療へつ

ながる世界的研究成果につながる. 
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