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研究成果の概要（和文）：本研究は難治性神経疾患モデルとして広く使用されている実験的脳脊髄炎モデルマウスに対
して、ヒト歯髄由来間葉系幹細胞(DPSCs)ならびに骨髄由来間葉系幹細胞(BMSCSs)を全身投与し, その治療効果の検討
ならびに神経再生メカニズム解明を目的として行った．その結果、DPSCs，BMSCsともに全身投与後下肢の麻痺症状改善
が見られただけでなく，免疫学的観点から制御性T細胞の回復ならびに炎症性Th17細胞の抑制も観察されたことから、D
PSCsの治療効果がBMSCsと遜色無い事が判明した．しかしながら傷害神経部位への投与幹細胞の検出には至らず、神経
再生のメカニズム解明は不明のままである．

研究成果の概要（英文）：In this study，we evaluated therapeutic effect of human dental pulp stem cells 
(DPSCs) against experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model mice. In comparison with human bone 
marrow derived mesenchymal stem cells (BMSCs) injection, DPSCs ameliorate clinical symptom including hind 
leg paralysis and immunological status (up-regulation of regulatory T cells and down-regulation of 
inflammatory Th 17 cells). However, the accumulation of injected cells into injured nerve system wasn't 
detected. Thus nerve regeneration mechanism still unclear.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年，間葉系幹細胞の宿主免疫系との

相互作用が大きな注目を集めている．実

際にヒトにおいても，宿主対移植片病，

多発性強皮症，糖尿病などの全身性免疫

疾患患者に対する骨髄由来間葉系幹細胞

の全身投与が疾患の寛解に繋がっている

事が報告されており，その治療効果に対

する期待は非常に大きい．申請者を含む

研究グループでもこれまでに，骨髄由来

間葉系幹細胞の全身投与により，全身性

エリテマトーデス	 （SLE,	 Sun	 and	 Akiyama	 

et	 al.,	 2009）や全身性強皮症，および

デキストラン硫酸ナトリウム	 (DSS)	 誘

導出血性大腸炎モデルなどの全身性免疫

疾患に対する有効性を報告してきた

(Akiyama	 et	 al.,	 2012)．これらの全身

性免疫疾患に対する幹細胞の治療効果は，

炎症性ヘルパーT 細胞である Th17 抑制と

抑制性 T 細胞促進という免疫トレランス

の誘導に基づいているが，骨髄由来間葉

系幹細胞はその採取が侵襲的であること，

治療効果は明らかではあるが効果を得る

には多量の細胞の投与が必要であること

や多額の費用など問題点も多く，その改

善が望まれている．	 

	 ところで，神経溝由来である歯髄由来間

葉系幹細胞は，骨髄由来幹細胞と同様に

多分化能を有しているだけでなく，神経

細胞への高い分化能も有している．さら

には，宿主免疫担当細胞，特にヘルパーT

細胞に対して高い免疫調節能を有してい

ることが報告されている．したがって，

歯髄由来幹細胞を全身投与した際も，全

身性免疫関連疾患に対して治療効果を有

することが十分に期待される．さらには，

発生学的なバックグラウンドから考える

と，難治性の神経系疾患治療においては

骨髄由来幹細胞を凌駕する治療効果を有

する可能性も期待されている．	 

２．研究の目的 
	 	 難治性中枢神経傷害モデルである実験的

自己免疫性脳炎（experimental	 autoimmune	 

encephalomyelitis;	 EAE）モデルマウスに

おけるヒト歯髄由来間葉系幹細胞（dental	 

pulp	 stem	 cells;	 DPSCs）の全身投与によ

る，機能回復効果ならびに傷害神経組織の

再生効果を骨髄由来間葉系幹細胞（bone	 

marrow-derived	 mesenchymal	 stem	 cells;	 

BMSCs）と比較する．さらには，傷害神経部

位よりホーミング幹細胞を経時的に採取す

ることで間葉系幹細胞由来神経再生因子の

候補を検索することを目的とする．	 

	 
３．研究の方法 
(1)幹細胞の培養	 

	 ヒト抜去歯牙歯髄より Gronthos ら(2000)

の方法に従って，歯髄間葉系幹細胞である

DPSCs を単離，培養する．DPSCs は研究に

必要な細胞数が得られまで継代・培養した

後，代表的な幹細胞マーカーとして多数報

告されている SSEA4,	 Sca-1,	 CD146 を用い

て幹細胞としての純度を確認し実験に用

いる．ヒト BMSCs は市販されているものを

購入し，DPSCs と同様に培養する．	 

	 

(2)EAE モデルマウスの誘導	 

Perruche	 ら	 (2008)の方法に従い，6週齢，

雌 C57BL6J マウスに MOG33-55 ペプチド，

M.Tuberculosis 死菌，百日咳毒を背部皮

下および腹腔内に注射し，実験的脳脊髄炎

を誘導する．	 

	 

(3)DPSCs,	 BMSCs の全身投与	 	 

	 	 EAE 誘導後，症状が安定する 20 日目に PBS

に懸濁した DPSCs を経尾静脈的に全身投

与（2x106	 Cell/mouse）する．コントロー

ルとして BMSCs，および PBS を全身投与す

る．	 

	 

(4)治療効果の評価	 

	 臨床（神経行動学的）評価；幹細胞の全	 



 

 

	 身投与後，20 日間観察し以下の臨床スコ	 

	 アを記録する．	 

	 0：正常，1：尾のトーヌス低下,	 2：尾の	 

	 完全下垂,	 3：歩行異常,	 4：後肢の完全	 

	 脱力,5：前肢麻痺を含む後肢の完全脱力,	 	 

	 6：死亡	 

	 	 	 

	 病理学的評価；幹細胞投与後，20 日目に	 

	 	 屠殺し，通法に従い脊髄の薄切切片を作	 

	 	 成し，脱髄の有無を確認する．	 

	 	 	 

	 免疫学的評価；幹細胞投与後，20 日目に	 	 

	 	 末梢血を回収し，制御性 T細胞ならびに	 

	 炎症性 Th17 細胞	 の割合をフローサイト	 

	 メトリーにより解析し，全身の免疫状態	 

	 を評価する． 

 

  投与幹細胞の傷害神経部位への集積の検 

  討:DPSCs ならびに BMSCs 全身投与後，20 

  日目に屠殺し，脊髄及び骨髄を回収，酵素  

  処理後，細胞懸濁液を培養皿に播種し， 

  CFSE 陽性細胞の有無を検討する．同時に 

  脊髄 4%パラフォルムアルデヒドにて固定し， 

  ４mm 凍結切片を作成し，CFSE 陽性細胞の 

  有無を検討する． 

	 
４．研究成果	 
（１）幹細胞培養	 

	 	 ヒト歯髄より単離した DPSCs を経代

し,経代６代目で細胞表面抗原の発現を確

認し，幹細胞の純度を検討した結果，市販

の BMSCs とほぼ同程度の発現強度であっ

た（図１）．	 

	 

（２）EAE モデルの誘導及び治療効果の評価	 

	 ①	 臨床スコア	 

	 	 	 前述の評価基準に従って神経行動学	 

	 	 的評価を行った結果,EAE 誘導後,尾や下	 

	 	 肢の異常が認めら,EAE の誘導が適切に	 

	 	 なされている事が分かった（図２）．	 

	 	 	 さらには,幹細胞投与後は BMSCs 投与群	 

	 	 では著明な改善は認められなかったも	 

	 	 のの,PBS 投与群と比較して低いスコア	 

	 	 を示した．一方で,	 DPSCs 投与群では著	 

	 	 明な臨床スコア改善が認められた（図 2）．	 

	 	 
	 ②	 制御性 T 細胞の変化	 

	 	 	 EAE 誘導後,コントロール群と比較し	 

	 	 て，	 制御性 T 細胞の著明な低下が認め	 

	 	 られた.また,幹細胞投与後には低下し	 

	 	 ていた制御性 T細胞の割合がコントロー	 

	 	 ル群と同程度まで回復していた（図 3）.	 

	 
	 ③	 炎症性 TH17 細胞の変化	 

	 	 	 EAE 誘導後,コントロール群と比較し	 

	 	 て炎症性の Th17 細胞の割合が著明に増	 

	 	 加している事が分かった．さらには,幹	 



 

 

	 	 細胞投与後にコントロールと同程度ま	 

	 	 で低下している事が分かった（図４）．	 

	 
	 ④	 投与幹細胞の傷害部位への集積の検	 
	 	 	 討	 

	 	 	 神経傷害局所への移植幹細胞の集積	 

	 	 の検討する為に，CFSE 陽性細胞の有無を	 

	 	 組織学的に検討するとともに,全身的な	 

	 	 ホーミングの有無を骨髄細胞の単離，培	 

	 	 養にて検討した．しかしながら,組織学	 

	 	 的に CFSE 陽性細胞の検出にはいたらな	 

	 	 かった.また,骨髄由来細胞にも CFSE 陽	 

	 	 性細胞は単離されなかった．	 

	 

今回の結果から,全身投与により症状改善が

報告されている BMSCs と比較して，臨床症状

の改善，免疫学的な指標である制御性 T細胞

の回復および炎症性Th17細胞の抑制等DPSCs

の難治性神経疾患に対する治療効果は十分

に期待できるものであると思われる．さらに

は，傷害部への集積が検出されなかった事か

ら，治療効果を得る為には傷害部位への直接

的な修復よりもむしろ全身的な免疫調節を

行う事で宿主の再生効果を促進させた可能

性が考えられる．しかしながら,幹細胞投与

後の集積タイミングについては今後のさら

なる検討が必要と考える．	 
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