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研究成果の概要（和文）：本研究では末梢血中に含まれる骨髄由来幹細胞から象牙芽細胞を誘導することを目的に、歯
髄組織および骨髄組織からの細胞樹立、細胞の分化制御、細胞の生化学的、組織学的解析を行った。その結果、ラット
歯髄組織から今後の歯牙再生研究に有用と考えられる細胞の樹立に成功した。また骨髄組織から得られた細胞の解析に
より、骨髄組織には複数の幹細胞が存在する可能性が示唆された。以上の成果は、今後の歯科再生医療における骨髄由
来幹細胞の新たな可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：Aiming the differentiation induction into odontoblasts from mesenchymal stem cells
 in the peripheral blood, establishment of the cells from dental pulp and bone marrow were performed. Thei
r differentiation characterization was assessed by biochemical and histological analyses.
The cells established from dental pulp expressed odontoblast specific markers, and was capable of generati
ng dentin tissue. In the study on GFP transplantation model, bone marrow derived cells were established as
 a peripheral blood derived cells. The analyses of this primary culture cells revealed that stem cell like
 cells exist in the bone marrow, which can differentiate into tooth structure forming cells in vivo. Howev
er, some cells, which also possess pluripotency, would not be engrafted by transplantation. These data ind
icated the possible presence of different types of stem cells in the bone marrow. These cells are encourag
ing cells that possess the possibility of new innovation in the regenerative dentistry.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、骨髄幹細胞の多分化能が明らかにな
り、さまざまな臓器において幹細胞の関与が
報告されている。心筋梗塞や脳梗塞等、一部
の疾患では実際に骨髄細胞を用いた臨床応
用が始まっており、現状では ES 細胞や iPS
細胞を用いるより実践的で確実な治療法と
して期待されている。また最近、末梢血中に
も幹細胞が含まれることが明らかにされて
おり、その採取容易な特性から骨髄幹細胞に
代わる細胞として注目が集まっている。 
 一方、歯科分野では歯髄や歯胚由来の細胞
を用いた再生医療研究が多数報告されてい
る。歯胚を用いた研究では、マウス歯胚から
得られた上皮および間葉系細胞から、エナメ
ル質を含むほぼ完全な歯の構築に成功して
いる。これらの研究は歯科分野における再生
医療研究を躍進させた偉大な功績である。し
かしながら歯髄および歯胚を用いる方法は、
自身の生活歯、あるいは他家歯胚を用いる必
要性があり、健全な歯の損失、倫理面，免疫
原性等、様々な問題点から実際に再生医療に
用いることは困難である。 
 
２．研究の目的 
 我々は現在までに骨髄幹細胞の多分化能
に関する研究を行ってきた。骨髄幹細胞の歯
牙構成細胞への分化能に関する研究では、
GFP トランスジェニックマウス骨髄細胞移植
実験系において、骨髄由来細胞が軟組織のみ
ならず、骨芽細胞、破骨細胞、および歯牙構
成細胞等の硬組織構成細胞へ分化すること
を確認している。また GFP トランスジェニッ
クラット歯髄組織から象牙芽幹細胞株の樹
立を試みており、現在までに数十代経代培養
を経過した細胞においても、安定した増殖性、
性格を示す細胞を得つつある。 
 以上のことから、末梢血中に含まれる骨髄
由来幹細胞は歯牙構成細胞への分化能を有
しており、歯髄から得られた象牙芽幹細胞株
を詳細に解析し、骨髄由来幹細胞を歯牙構成
細胞へとリプログラミングすることにより、
歯牙再生のための幹細胞として使用できる
可能性は大きいとの発想に至った。 
 そこで本研究では歯の再生に用いる新規
細胞供給源を開拓するため、骨髄組織および
歯髄組織からの細胞樹立、細胞の分化制御、
細胞の生化学的、組織学的解析を行い、末梢
血中に含まれる骨髄由来幹細胞の歯科再生
臨床応用に向けての基礎的研究データを蓄
積することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）象牙芽幹細胞の樹立と細胞の性状解析 
 GFP ラット歯髄組織から得られた細胞の
経代を継続し、８０代を経過した時点で、
細胞の分化誘導実験を行った。なお細胞の
培養条件は 10％FBS 含有 D-MEM にて
37℃ 5％CO2 存在下で行い、コンフルエン
トに達した後経代を行った。細胞の分化誘

導実験は培養細胞がコンフルに達した時点
で 、 BMP-2 100ng/ml お よ び β
-glycerophosphate 2mM、アスコルビン酸
50μg/mlを添加した石灰化培地で誘導を行
い、ALP 活性の測定、比較を行った。石灰化
培地による細胞の長期観察では、象牙芽幹
細胞をβ-GP 含有石灰化培地にて培養を行
い、細胞の変化について形態学的に観察し
た。また細胞の石灰化について定量分析を
行うため、上記条件にて石灰化誘導を行い、
経時的に細胞を回収、アリザリンレッドで
染色、倒立顕微鏡にて観察を行うとともに、
染色色素を溶出、分光光度計によるカルシ
ウム量の測定を行った。 
 象牙芽幹細胞の石灰化についての超微細
構造学的解析は、電子顕微鏡を用いて行っ
た。細胞を石灰化培地で 14日目培養。２％
グルタールアルデヒド/２％PFAにて固定後、
エポン樹脂包埋、ウラン鉛染色を施し
H7100S 透過型電子顕微鏡を用いた観察し
た。 
 
（2）象牙芽幹細胞のマイクロアレイ解析 
 象牙芽幹細胞のリプログラミング因子候
補を探究するため、石灰化誘導過程における
発現遺伝子の網羅的解析を行った。細胞を石
灰化培地にて５日間培養、石灰化誘導した細
胞と、コントロールとして通常培地で培養し
た細胞から mRNA を抽出、cDNA を合成し、
それぞれ Cy5および Cy3で標識を行った。そ
の後スライドグラス上の DNA とハイブリダ
イズしシグナルを検出、データ解析を行い、
細胞の石灰化に関与して増減する遺伝子を
検出した。 
 
（3）骨髄組織からの細胞樹立と性状解析 
 現在までの研究から末梢血に含まれる幹細
胞は骨髄組織から流出し、生体内を血流に乗
って移動していると考えられるため、前段階
として骨髄組織中に含まれる幹細胞の解析を
行った。細胞の樹立はGFPマウスを用いて行
った。GFPマウスをエーテル麻酔下にて屠殺
し大腿骨および脛骨を摘出、抗生剤を含む培
地で骨髄細胞を洗浄後、細胞を回収した。ま
た骨髄細胞回収後の骨組織は機械的に粉砕、
コラーゲナーゼ、ディスパーゼ酵素溶液にて
処理を行い、細胞を回収した。回収した骨髄
細胞および粉砕骨から得られた細胞について
は、細胞の増殖能、多分化能、石灰化能、硬
組織形成能について解析を行った。 
 
（4）骨髄幹細胞の由来および性状解析 
 骨髄幹細胞と末梢血中に存在する細胞が
どのような関連にあるのか確かめるため、骨
髄移植処置を行ったマウス骨髄から得られ
た細胞の解析を行った。 
 GFP マウス大腿骨および脛骨から骨髄細
胞を回収した後、GFP マウスと同系の６週
齢野生型マウス（雌）に X 線照射を行い尾
静脈から 1×107個の細胞を移植した。移植



後１ヶ月後に大腿骨および脛骨を摘出、骨
髄細胞を回収し、細胞の由来について検討
するため、継代にしたがって変化する GFP
陽性細胞率、細胞の形態、細胞の増殖能、
多分化能の検討を行った。またコンフルエ
ントに達した細胞を石灰化培地にて培養、
SCIDマウス背部皮下に細胞を移植し、形成
される硬組織について解析した。 
 
４．研究成果 
（1）象牙芽幹細胞の樹立と細胞の性状解析 
 樹立した象牙芽幹細胞は、BMP-2 で誘導し
た場合に比べて、β-GP 含有石灰化培地で培
養を行った細胞群がより高いALP活性を示し
た。石灰化培地で象牙芽幹細胞を培養すると、
培養２日の早期より細胞外に線維状の細胞
外基質の産生が認められ、培養 14 日では細
胞外基質により細胞の殆どが被われ観察で
きなくなった。また線維状細胞外基質は複雑
に絡み合い、シャーレ底面から細胞と共に容
易に剥離可能なシート状形態を呈していた。
石灰化培地で培養した細胞をアリザリンレ
ッドで染色を行うと、線維状細胞外基質にア
リザリンレッド陽性を示したことから、線維
状細胞外基質に直接カルシウムの沈着が生
じていると考えられた。カルシウム量の定量
を行ったところ、線維性細胞外基質が出現す
る培養２日後から僅かにカルシウムの検出
が認められ、培養日数の経過に伴ってカルシ
ウム量の増加が確認された。樹立した象牙芽
幹細胞株の経代を持続したところ、経代８０
代を超えても細胞の増殖能、細胞形態、GFP
産生能を保持しており、また各分化誘導実験
においても安定的な性格を示した。 
 電子顕微鏡による観察では象牙芽幹細胞
が産生するコラーゲン基質の石灰化につい
て焦点を絞り解析を行った。培養細胞は二重
幕で被われた形態的に基質小胞と考えられ
る構造物を形成していた。また基質小胞を核
としてコラーゲン基質上でカルシウム針状
結晶が成長する様子が観察され、正常の象牙
質が石灰化する過程と非常に類似した石灰
化過程をとることが考えられた。 
 
（2）象牙芽幹細胞のマイクロアレイ解析 
 マイクロアレイ法により遺伝子発現量変
化の解析を行った結果、誘導前の細胞と比較
して石灰化培地で培養した細胞では DMP1 が
240 倍、Osteocalcin、Bone sialoprotein2
が約 20 倍、Ameloblastin が約 10 倍と歯およ
び骨に関連する遺伝子発現量の著しい増加
が認められた。 
 マイクロアレイ法にて発現量の増減が著
しかった遺伝子の中でも特に歯組織との関
連が深い DMP1 および DSPP に関して、RT-PCR
法によって発現の確認を行った。In vitro 条
件下において DSPP は石灰化培地による誘導
初期では殆ど発現が認められなかったが、細
胞誘導２日目から弱いながらも遺伝子発現
が確認され、誘導７目で遺伝子発現のピーク

が認められた。DMP1 は石灰化誘導前から若干
の発現を認めた。DMP1 は石灰化培地による誘
導で発現量は著しい増加を示し誘導７日目
に最大発現量となり、その後も高い発現量を
維持した。 
 
（3）骨髄組織からの細胞樹立と性状解析 
 骨髄組織からの幹細胞の樹立では、GFP ト
ランスジェニックマウスの骨髄組織および
粉砕骨組織からの細胞樹立を試みた。長期間
の継代培養では骨髄由来の細胞は継代を経
るごとに増殖活性を消失したが、粉砕骨から
得られた細胞では高い増殖活性を長時間保
っていた。骨髄から得られた細胞と粉砕骨か
ら得られた細胞の形態には相違が見られ細
胞の種類が異なると考えられた。また粉砕骨
から得られた細胞は、in vitro 条件における
石灰化培地によりアリザリンレッド染色陽
性を示し、軟骨細胞および脂肪細胞への分化
能も確認されたことから、骨髄由来の幹細胞
である可能性が示唆された。 
 
（4）骨髄幹細胞の由来および性状解析 
 GFPマウス骨髄細胞の移植を行ったマウス
骨髄組織からの細胞樹立および解析を試みた
ところ、培養初期ではシャーレ底面に付着す
る細胞の殆どはGFP陽性を示していたが、経代
を重ねるごとに紡錘形のGFP陰性細胞の出現
頻度が増加した。これらの細胞を石灰化誘導
および脂肪誘導を行ったところ、骨芽細胞、
脂肪細胞に分化した。現時点では分化した細
胞の由来は断定できないが、粉砕骨から得ら
れた高い増殖能を示す細胞はGFP陰性細胞で
あると考えられ、従来報告されている細胞と
性格が異なる可能性が考えられた。象牙芽幹
細胞および骨髄由来細胞の実験動物生体内条
件下における細胞分化について検討した結果、
双方ともSCIDマウス生体内で硬組織の形成が
認められた。象牙芽幹細胞が形成する硬組織
は細胞が基質に対して垂直に配列など象牙質
に類似した構造が認められたが、免疫染色に
よる検討では骨髄由来細胞が形成する硬組織
と類似していた。 
 以上の結果より、今後の歯牙再生研究に有
用と考えられる細胞の樹立に成功した。また
骨髄組織から得られた細胞の解析により、骨
髄組織には複数の幹細胞が存在する可能性
が示唆された。これらの成果は、今後の歯科
再生医療における骨髄由来幹細胞の新たな
可能性を示唆するものである。 
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