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研究成果の概要（和文）：放射線照射による皮膚および唾液腺障害モデルマウスを制作した。培養上清非投与群
において皮膚に著しい潰瘍の形成を認めた。一方、ヒト歯髄幹細胞培養上清投与群では軽度の炎症を示す程度で
あり，皮膚障害が有意に減少することが明らかとなった。放射照射を照射した唾液腺では、腺房が委縮し組織間
隙が生じる。培養上清投与群では腺房の委縮が抑制され、Tunel陽性アポトーシス細胞数も有意に減少した。さ
らに培養上清投与群では細胞増殖マーカーや腺房幹細胞マーカー発現細胞が有意に増加した。これらの解析結果
から、ヒト歯髄幹細胞培養上清は唾液腺細胞の保護効果に加え、損傷唾液腺の再生効果を発揮することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：A model mouse for skin and salivary gland disorder caused by irradiation 
exhibited significant ulcer formation was observed on the skin. On the other hand, the human dental 
pulp stem cell culture supernatant-administered group showed a just slight inflammation and skin 
disorders were significantly reduced at histological level. In the salivary glands irradiation, the 
acinus contracts and a tissue gap occurs. In the culture supernatant administration group, acinar 
atrophy was suppressed, and the number of Tunel-positive apoptotic cells was significantly 
decreased. Furthermore, the cells expressing the cell proliferation marker and the acinar stem cell 
marker significantly increased in the culture supernatant administration group. From these analysis 
results, it was suggested that human dental pulp stem cell culture supernatant exerts a regenerating
 effect on injured salivary glands in addition to a protective effect on salivary gland cells.

研究分野： 再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シェーグレン症候群や放射線治療に伴う唾液腺障害は唾液分泌量の低下・口腔乾燥症を引き起こし、重篤な齲
蝕・歯周病・感染症・嚥下障害などを惹起する。現在は人工唾液、保湿剤、唾液分泌刺激薬、ステロイドなどの
対処療法が主流であり、唾液腺実質の修復・再生を促す治療法の開発が望まれている。本研究では放射線照射に
よる皮膚および唾液腺障害モデルマウスにヒト歯髄幹細胞培養上清を投与し、皮膚潰瘍形成抑制効果および唾液
腺保護効果と再生促進効果を示した。ヒト歯髄幹細胞由来の培養上清が，放射線障害に対し抑制効果を示すこと
を見出し，放射線障害に対する新規治療開発の一助となることを明らかにした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

頭頸部がんに対する放射線治療が誘発する急性唾液腺炎や自己免疫疾患シェーグレン症候群に

よる唾液腺の萎縮・口腔乾燥症によって、患者の QOL は著しく低下する。従来の治療法では抗炎

症を目的とした対処療法が主流であった。近年、「骨髄、脂肪、羊膜、唾液腺由来間葉系幹細胞」、

「ES および iPS 細胞」を放射線照射した唾液腺損傷モデルマウスに投与すると萎縮した腺房組

織が修復・再生し口腔内への唾液分泌量が改善することが報告されている（reviewed in Stem 

Cells, 2016）。しかしながら、移植細胞の生着率は低く、治療効果の多くが移植した幹細胞が分

泌する液性因子によることが明らかとなってきた。細胞移植は免疫拒絶等のリスクもあり、幹細

胞由来の液性因子のみの投与による口腔乾燥症の治療法が開発できれば、口腔乾燥症治療法の

新たな選択肢を示すことができる。 

研究代表はヒト歯髄幹細胞や無血清培養上清（CM）を脊髄損傷や脳梗塞動物モデルに投与す

ると神経機能が劇的に改善することを明らかにしてきた（J. Clin. Invest 2012, Stroke 2013, 

Neurosci. Res 2014, J. Neurosci 2015）。さらに、劇症肝炎、慢性肝硬変、間質性肺炎、心筋

梗塞、急性腎不全、I・II型糖尿病、関節リウマチ、多発性硬化症モデルの発症後に「歯髄幹細

胞 CM を単回静脈内投与すると、著しく病態が改善する」ことを明らかにした (J Tissue Eng 

Regen Med 2015, PLoS One 2015, BMJ Open Diabetes Res Care 2015, Cytotherapy 2015, Sci 

Rep 2015, Stem Cells Transl Med 2016, J Immunol 2016, Bone 2016)。重要なことに、この

ような組織修復・再生効果は歯髄幹細胞 CM に特異的であり、骨髄や脂肪由来間葉系幹細胞 CM に

は検出できない。多様な難治性疾患モデルにおける CM の共通治療効果は「損傷組織の破壊的な

炎症環境を抗炎症・組織再生環境に変換する」ことであった。 

 

２．研究の目的 

シェーグレン症候群や放射線治療に伴う唾液腺障害は唾液分泌量の低下・口腔乾燥症を引き起

こし、重篤な齲蝕・歯周病・感染症・嚥下障害などを惹起する。現在は人工唾液、保湿剤、唾液

分泌刺激薬、ステロイドなどの対処療法が主流であり、唾液腺実質の修復・再生を促す治療法の

開発が望まれている。本研究ではヒト乳歯歯髄幹細胞由来の分泌因子群を無血清培養上清（SHED-

CM）として回収し、シェーグレン症候群や放射線照射後の急性唾液腺炎モデルマウスなどに投与

して治療効果を検証する。さらに唾液腺細胞培養系を用いて治療効果メカニズムを解明すると

ともに、口腔乾燥症に対する治療効果因子をプロテオーム解析にて同定する。また癌に対する放

射線療法によって生じる皮膚への障害に対する SHED-CM の治療効果についても検討する。口

腔組織由来幹細胞の唾液腺修復・再生に与える影響を解明し、口腔乾燥症に対する新たな治療戦

略の創出を目指す。 

 

３．研究の方法 

【徳島大学における歯髄幹細胞の採取】 

徳島大学病院医学系研究倫理審査委員会の承認を得て（承認番号 3269-1）ヒト歯髄、歯根膜

及び口腔粘膜幹細胞を採取した。抜去した乳歯の歯髄を酵素処理し分散培養する。培養皿に接

着した細胞を５継代維持した後、フローサイトメーターにてマーカー発現を検証する。未分化

歯髄幹細胞は、間葉系幹細胞マーカー陽性、血球系マーカー陰性、さらに神経幹細胞マーカー

（Nestin, GFAP）、神経前駆細胞マーカー（Doublecortin）、初期神経マーカー（β-Tubulin）

を同時に発現する特徴的で均質な細胞集団として規格化できることを見出している（J. Clin. 
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Invest 2012）。7〜10継代の細胞を 48 時間無血清培養したのち培養上清を回収し高速遠心で細

胞残渣を除去し歯髄幹細胞 CM とする。 

【放射線照射モデル制作と SHED-CM 投与法】 

放射線障害モデルマウスを ICR 系統マウス・雌の 7 週齢を用いて制作した。頸部を除毛し，頸部

皮膚に対して 15Gy（皮膚損傷モデル）、12Gy(唾液腺損傷モデル)。のエックス線を単回照射した。

ヒト歯髄幹細胞由来培養上清 0.5cc を，照射直後より７日間，尾静脈より投与した。 

【SHED-CM 投与による皮膚損傷抑制・再生効果の評価と治癒メカニズムの解析】 

７日目に，皮膚外観の障害程度を評価した。また，H-E染色による病理組織学的観察を行い，放

射線障害による真皮の肥厚および炎症性細胞の浸潤を評価した。対称群として，培養上清非投与

群を用いた。なお，本研究は，徳島大学動物実験委員会（承認番号 T28-92）および徳島大学動物

実験委員会の承認を得て実施した（承認番号 3268）。 

【SHED-CM 投与による唾液腺の損傷抑制・再生効果の評価と治癒メカニズムの解析】 

唾液腺の損傷レベルの解析において、①唾液分泌量と重量の変化、②唾液腺を採取し、組織学的

に解析、③歯髄幹細胞 CM 投与から 24時間における炎症環境の評価を実施した。 

 

４．研究成果 

【SHED-CM による、放射線皮膚障害の抑制・改善効果】 

培養上清非投与群において照射部位の皮膚に著しい潰瘍の形成を認めた。一方、ヒト歯髄幹細胞

培養上清投与群では軽度の炎症を示す程度であり，皮膚障害が有意に減少した。 

また，H-E染色による病理組織学的評価においては，培養上清投与群では放射線による真皮の肥

厚が軽減し，炎症性細胞の浸潤も抑制されていることが示された。 

 
 本研究により，放射線照射による皮膚障害が歯髄幹細胞由来培養上清を投与することにより
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抑制されることが示唆された。歯髄幹細胞由来培養上清によって，放射線治療に伴う様々な組織

障害を軽減することができれば非常に有用な新規治療法の提案となり得る。今回得られた知見

を発展，応用することによって，放射線照射に伴う組織障害の予防法の開発へと繋がるものと評

価した。 
 

【SHED-CM 投与による唾液腺の損傷抑制・再生効果の評価と治癒メカニズムの解析】 

放射線照射後１ヶ月における唾液腺重量は、SHED-CM 投与群で重量減少が有意に抑制された。口

腔乾燥症に伴い水のみ量が有意に増加するが、SHED-CM 投与郡では水のみ量が有意に抑制され、

非放射線照射群と有意な差を示さなかった。これらの解析結果から、放射線治療に伴う口腔乾燥

症が SHED-CM 投与によって改善することが示唆された。 

 

放射照射を受けた唾液腺は、腺房が委縮し、組織間隙が生じる。SHED-CM を投与群の組織像を観

察したところ、投与していない群と比べて腺房の委縮が抑制されており、組織間隙が有意に減少

した。Tunel陽性アポトーシス細胞数も SHED-CM 投与群で有意な減少が確認された。放射線治療

に伴う口腔乾燥症における、SHED-CM の唾液腺細胞保護効果が示唆された。 

 

放射照射を受けた唾液腺では AQP-5 発現細胞数、細胞増殖マーカーPCNA 陽性細胞数が著しく低

下するが、SHED-CM 投与群では非放射線照射群と有意な差が検出されないほど維持された。これ

らの唾液腺破壊抑制効果はウエスタンブロットによる生化学的解析によっても証明された。さ

らに SHED-CM 投与群において腺房細胞の幹細胞マーカーとされる SOX9 陽性細胞数が増加した。

これらの解析結果から、SHED-CM は唾液腺細胞の保護効果に加え、損傷唾液腺の再生効果を発揮

することが示唆された。 
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