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研究成果の概要（和文）：本研究では獣医療における幹細胞移植医療の発展のために、新たな幹細胞源として間
葉系幹細胞（MSC）の一種である歯髄幹細胞（DP-MSC）を用いて、幹細胞バンクを設立することを目的とした。
ウマDP-MSC の適切な分離・培養法の確立とその細胞機能の解析行った結果、抜歯2週間後の狼歯からもMSCの特
性を有する細胞の分離に成功した。続いて、安全な移植のためにウマにおける主要組織適合抗原（MHC）のハプ
ロタイプについて検討した結果、ヒトでは数万人に一人と言われている、移植医療において有用なホモ型を有す
る個体が5%以上と高い割合で存在することが分かった。以上から安全なウマ幹細胞バンク設立の基盤が完成し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, for the development of stem cell transplantation medical 
treatment in Veterinary Medicine, we aimed to establish a stem cell bank using dental pulp stem 
cells (DP-MSC), which is a kind of mesenchymal stem cells (MSC), as a new stem cell source.
As a result of establishing the appropriate separation and culture method of equine DP-MSC and 
analyzing the cell function, we succeeded in separating the cells having MSC characteristics from 
the wolf tooth caries two weeks after tooth extraction. Subsequently, we examined haplotypes of 
major histocompatibility antigens (MHC) in horses for safe transplantation. As a result, it has been
 found that as many as 5% or more of individuals having a homomorphism, that are useful in 
transplantation medicine but only one in tens of thousands in humans.  From the above, the 
foundation for establishing a safe equine stem cell bank has been completed.

研究分野： 内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞移植による運動器疾患の治療は，競走馬だけでなくヒトをはじめとした多くの動物種で期待されている。
競走馬はいわば究極のアスリートであり，運動器疾患の罹患率が非常に高いと同時に，多くの罹患馬は若齢であ
る。よって，バンク化された幹細胞の応用検証を，ヒトに比較し極めて短いサイクルで多く行うことが可能であ
る。すなわち，バンク化した細胞の臨床試験結果を短期間のうちに数多く蓄積することが可能であることから，
競走馬以外のヒトを含めた動物種においてバンク化された幹細胞の移植医療に対して多くの知見を与えることが
期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 従来の医療では治療困難な疾病に対する汎用的な代替技術として、幹細胞を利用した移植医療
が注目されている。ウマにおいても競走馬の屈腱炎に対する間葉系幹細胞を利用した治療法が発展
し、その臨床的な有用性について近年報告されるようになってきた。現在多くの症例で、治療に用い
るための MSC として骨髄由来幹細胞（Bone marrow derived mesenchymal stem cell: BM-MSC）が使
用されているが、BM-MSC は幾つかの短所、即ち、（1）加齢とともに採取可能な幹細胞数が減少する、
（2）細胞増殖能が低い、（3）幹細胞採取には激しい生体侵襲を伴う、がある。 
(2) 歯髄には様々な細胞が存在しているが、近年ヒトやマウスにおいて歯髄に強力な幹細胞
（DP-MSC）が存在することが発見され注目を集めている。DP-MSC は次のような長所、即ち、（1）細
胞の増殖能が高い、（2）遺伝子損傷が少ない、（3）細胞療法において有用なサイトカインを他の MSC
より多く産生する、（4）採取に追加の侵襲を伴わない、を有していると報告され、ヒトにおいては抜歯し
た歯から幹細胞を抽出、培養した後に保存しておく歯髄幹細胞バンクが設立され応用が期待されて
いる。ウマにおいて、脱落乳歯や抜歯狼歯は医療廃棄物として処理されることから、これらから
DP-MSC が抽出・培養できれば、移植医療の新たな幹細胞源として有用であると考えられる。 
 
２．研究の目的 

ウマ DP-MSC の分離・培養方法を確立する。その性質について解明し、移植医療適応への有用性
を検討する。そして、将来的な幹細胞バンク設立・安全な移植実現のためにウマ主要組織適合抗原
(MHC)ハプロタイピングの方法について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ウマ DP-MSC の適切な分離・培養法の確立とその細胞機能の解析 
①分離・培養法の確立 
 ・抜歯狼歯を処理して細胞を分離・培養する方法について検討した 

・狼歯の輸送方法を検討した 
・分離した細胞の保存方法について検討した 

②細胞機能の解析 
 ・分離した細胞のプラスティック接着性およびコロニー形成能について解析した 
 ・分離した細胞の表面抗原マーカーの発現を FACS により解析した 
 ・分離した細胞の分化能について分化培養によって検討した 
(2) ウマ MHC ハプロタイピングについての検討 
 ・マイクロサテライトマーカーを用いたウマ MHC ハプロタイピングの方法について検討する 

・日本のサラブレッドにおける MHC の適合性について検討する 
 
４．研究成果 
(1)  ウマ DP-MSC の適切な分離・培養法の確立とその細胞機能の解析 
①分離・培養法の確立 
 抜歯狼歯から歯髄組織を摘出し、摘出した
歯髄組織をコラゲナーゼおよびディスパーゼ
を含む酵素消化液を用いて処理し、細胞分散
したものを培地(α-MEM)に混和し培養を行った。
その結果プラスティックに接着し、コロニーを
形成する細胞の分離に成功した。この細胞の
P3 における Cell doubling time は 0.7 日と、
報告されている骨髄、脂肪由来幹細胞よりも 2
倍近く早かった(図 1)。 
 抜歯狼歯の輸送方法としては冷蔵下で一般
的な細胞培養用培地に浸した状態で輸送す
ることにより抜歯 2 週間後の狼歯からも
DP-MSCの分離に成功した。続いて保存法につ
いて検討したところ、市販の細胞保存液に保
存したもので保存 1 年後において生存率が
90%を超えていた。さらに、その増殖能・分化
能についても凍結前の性質が保存されてい
た。 
 
②細胞機能の解析 



 間葉系幹細胞の条件とし
て 1. プラスティック接着能
があり自己複製する、2. 間
葉系幹細胞特有の表面抗原
マーカーを発現している、3. 
脂肪・骨・軟骨細胞への分化
能がある、の 3つがあげられ
る。分離した細胞についてこ
れらの条件について詳細に
解析した。まず、プラスティッ
ク接着能と自己複製能につ
いては上記の図 1 のように
示された。続いて表面抗原
マーカーについて解析した。
ウマの間葉系幹細胞は間葉
系間質細胞マーカーである
CD11a/CD18, CD44, CD90, 
CD105が要請、造血性マーカ
ーである CD34, CD45 が陰性であるとの報告がある。今回分離した細胞は図 2 のように間葉系間質細
胞マーカーは陽性、造血性マーカーは陰性であった。また、主要組織適合抗原複合体を強く発現して
いたため、ハプロタイプが異なる個体間で他家移植を行うと拒絶反応が起こってしまうことが考えられ
た。 
 続いて、分離した細
胞を骨、脂肪および軟
骨誘導培地で分化培
養を行い、それぞれ
alizarin red 染色、
Oil red O 染色、
Alcian blue 染色で骨、
脂肪および軟骨分化
能を確認した。その結
果、分離した細胞は骨、
脂肪および軟骨分化
能を有していることが
分かった。よって抜歯
狼歯から分離した細胞
は間葉系幹細胞として
の機能を有していたこ
とから、DP-MSC と呼称することとした。 
 以上から、DP-MSC の分離・培養・保存方法を確立することができた。 
 
 
(2) ウマ MHC ハプロタイピングについての検討 
 Antczacらの報告にある(Tseng and 
Antczac., 2010 Anim Genet)MHC 上
に存在する11組のマイクロサテライト
(UMN-JH-38, COR110, ABGe9019, 
UNMe65, ABGe9030, EQMHC1, 
TKY3324, COR112, COR113, UM011, 
COR114)を用いて型判別する方法に
ついて検討した。上記マイクロサテラ
イトに対応する蛍光標識プライマーを
作成し、PCR によって DNA 断片を増幅
し、キャピラリー電気泳動により型判
定する方法を用いた。行った型判定
結果から Arlequin によりハプロタイ
プを推定した。その結果、日本のサラ
ブレッドにおいても MHC 領域には多様
性が存在するが、ヒトでは数万人に
一人と言われている父親と母親から
同一のハプロタイプを受け継いだ、移
植医療において有用なホモ型ハプロタイプを有する個体が存在する確率が 5%以上と高いことが分か
った。 
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