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研究成果の概要（和文）： 我々の過去の研究で得られた仮説「アルカリホスファターゼ（ALP）活性が高く、
OCT-3/4をはじめとする複数の幹細胞特異的遺伝子を発現する乳歯歯髄細胞（HDDPC）は、山中4因子の導入によ
り、初期化（iPS細胞化）を受けやすい」に基づき、ALP陽性、陰性細胞を単一細胞として分取し、その遺伝子発
現を解析した。その結果、ALP陽性細胞はALPとOCT-3/4を発現していた。一方、ALP陰性細胞はALPとOCT-3/4の発
現がなく、SOX2の発現を認めた。以上から、「HDDPCには遺伝子発現プロファイルを異にする体性幹細胞（SSC）
が存在する」と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Based on our previous hypothesis [human deciduous tooth-derived dental pulp 
cells (HDDPCs) with high alkaline phosphatase (ALP) activity and enriched with OCT-3/4 and SOX2 tend
 to be easily reprogrammed into induced pluripotent stem cells when they are transfected with 
vectors carrying Yamanaka’s reprogramming factors], we isolated two or more (~10) ALP-positive 
(HDDPC-ALP(+)) and negative (HDDPC-ALP(-)) cells in HDDPCs for molecular profiling. Consequently, we
 demonstrated that HDDPC-ALP(+) cells expressed both ALP and OCT-3/4. In contrast, HDDPC-ALP(-) 
cells expressed SOX2, but not ALP and OCT-3/4. These findings indicate that there are various types 
of somatic stem cells with different pluripotent cell-specific gene expression profiles in HDDPCs.

研究分野： 小児歯科

キーワード： 遺伝子工学的手法　乳歯歯髄幹細胞　体性幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 幹細胞を特徴付けるマーカーの多くはOCT-3/4、SOX2等の核内転写因子やALP等の細胞内因子であり、これらを
発現する幹細胞は生きた形では細胞表面分子を標的としたFACS等による細胞捕捉で単離・濃縮できない。本研究
では、HDDPCから幹細胞特異的遺伝子を発現する少数個の細胞を単離し、微量なmRNAを調製した。これを基にす
る分子生物学的解析から、個々の細胞における遺伝子発現様式を解明することができた。
 本法により未知の分子マーカー発見の可能性があること、少数個の細胞で特定の遺伝子発現プロファイル作成
が可能となることが期待され、HDDPCに含まれる幹細胞の特性をあぶりだす点で学術的意義は高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS 細胞は国内で独自に開発された細胞であり、患者由来の細胞を使った疾患の原因解

明、新薬の安全性・有効性試験、細胞移植治療などに活用されている。一方、「体性幹細胞（somatic 
stem cell）、以下 SSC」は骨髄をはじめとする多くの組織に存在し、その多分化能性と低発癌誘
発性の点から、疾病、老化、外傷などで損傷した組織の修復・再生に広く利用されている。歯系
分野でも 2003 年にヒト脱落乳歯歯髄幹細胞（SHED）の存在が報告されてから、通常 6～12歳こ
ろの歯の交換期に廃棄される乳歯歯髄細胞（以下、HDDPC）も組織再生のための有望な細胞リソ
ースとみなされている。一般的に、SSC を臨床応用するには、ピュアな細胞集団を濃縮する必要
がある。残念ながら、HDDPC は幹細胞を含む不均一な細胞集団であるため、HDDPC を再生医療に
使うには、特定の SSC を特異的に濃縮・純化することが求められる。 
 
 
２．研究の目的 
SSC の濃縮・純化には、細胞表面に発現する特定分子に結合する抗体を用いた FACS などによ

る細胞回収が一般的である。実際、STRO-1、SSEA-4、CD49 などのマーカーを用いて骨髄系幹細
胞が単離されているが、HDDPC 由来 SSC の純化は、未だ、手付かずの状態にある。FACS による細
胞回収には、単離後の細胞が不安定化する恐れがつきまとう。また、FACS は転写因子など細胞
内にある分子を標的とした場合には対応できない。 
以上より、 

（１）FACS を使わずに幹細胞特異的遺伝子を発現する SSC を単離できるかどうか、 
（２）単離後、本来の幹細胞の性質を担保する新たなシステムの開発が可能かどうか、という点
を探るべく、本研究では遺伝子工学的手法で幹細胞特異的マーカー発現 SSC を単離・濃縮し、そ
れらを分子生物学的に解析することにより、HDDPC 由来 SSC の実体を解明することを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では HDDPC 由来 SSC を再生医療（特に歯再生）に応用することを最終目標に据え、 

・HDDPC への不死化遺伝子導入による細胞不死化株の樹立、 
・遺伝子工学的手法による HDDPC 由来 SSC の単離・濃縮、 
・単離株のマイクロアレイ解析などによる遺伝子発現様式の比較解析、 
・単離株の多分化能性、iPS 細胞誘導能などの細胞機能解析、 
などの検討から、HDDPC 由来 SSC の実体を明らかにする。 
 
（１）不死化 HDDPC 株の樹立： 
実験材料に用いる HDDPC はもともと初代培養由来なので、遺伝子導入/細胞選別/薬剤耐性コ

ロニー単離/細胞拡大の過程で細胞増殖が低下し、細胞が劣化する傾向にある。この傾向を回避
すべく、「不死化 HDDPC 株」を先ず作る必要がある。本申請では、これまでその作製に実績があ
った、piggyBac（PB）トランスポゾンにテロメア逆転酵素(telomerase reverse transcriptase, 
TERT)遺伝子発現ユニットを組み込んだ不死化用ベクターpT-hEST を HDDPC への遺伝子導入に使
用する。なお、TERT 内のヒトテロメラーゼ触媒サブユニット（hEST2）は、細胞分裂によるテロ
メア短縮を補い、細胞分裂を継続させる働きがある。 
具体的には、図 1 に示すように、HDDPC に

pT-hEST + puromycin 耐性遺伝子（puro）発
現トランスポゾンベクターpT-puro + PB 
transposase 発現ベクターpTrans を、Neon® 
Transfection system（Invitrogen）を用い
て HDDPC に遺伝子導入する。遺伝子導入 4日
目に細胞を回収し、puromycin を含む培地で
5日間程培養した後、正常培地にてコロニー
が成長するのを待つ。細胞が confluent にな
るまで培養し、「不死化 HDDPC 株」とする。
この株は、細胞 clone としては不均一である
が、様々な SSC を含む可能性がある。細胞が
不死化したどうかの確認は、10 継代過ぎても増殖活性が落ちないこと、hEST2 の継続発現（RT-
PCR で確認）が指標となる。 
 
（２）幹細胞特異的遺伝子 promoter 内蔵トランスポゾンの構築と作動性の確認： 
各種幹細胞特異的遺伝子promoterの下流に、EGFP（緑蛍光蛋白）cDNA + poly(A)付加部位 + neomycin

図１：不死化 HDDPC 細胞株の樹立 



耐性遺伝子発現ユニット（neo）を内蔵するPB系ベクター、pT-dOEN 、pT-SOXEN、pT-NANENを構築する。
ヒトSOX2 promoter (11.5-kb：Liu博士より譲渡）とヒトNANOG promoter(5.5-kb：Chen博士より譲渡）
はすでに入手済み。OCT-3/4 promoterを搭載した pT-dOEN は既に構築してある。構築したベクターの
機能性を評価すべく、マウスF9細胞（未分化な細胞（teratocarcinoma）で、Oct-3/4、Sox2、Nanogを
恒常的に発現する）にこれらベクターを遺伝子導入する。導入後、2～4日目に細胞を回収し、EGFP由来
緑蛍光の有無を調べる。 
 
（３）不死化HDDPC株へのトランスポゾンベクターの遺伝子導入による安定株の取得： 
不死化 HDDPC 株へ、pT-dOEN + pTrans、pT-SOXEN + pTrans、あるいは pT-NANEN + pTrans を

Neon® Transfection system を用いて遺伝子導入する。遺伝子導入後、4日目に細胞を回収し、
neomycin analogue である G418 を含む培地で培養する。生じる薬剤耐性コロニーを拾い、拡大
させ、それぞれの安定株を得る。 
 
（４）OCT-3/4、SOX2、NANOG細胞株取得と特性解析： 
研究計画３）の実験を継続させ、最終的にOCT-3/4、SOX2、NANOGの発現パターンが異なる数種の細胞

株（例えば、OCT-3/4+, SOX2-, NANOG-）を得る。これら細胞からmRNAを採取し、各種幹細胞特異的遺
伝子発現様式をRT-PCR法、マイクロアレイ法（外注）、NGS法（外注）などで検索する。また、抗体を用
いた免疫細胞染色を行い、細胞株が目的のタンパクを発現しているかを確認する。特に、マイクロアレ
イ/NGSなどの解析から細胞の特性がある程度判明するので、細胞株における遺伝子発現の分類パネル（遺
伝子プロファイリング）を作製し、株間の近似性を調べる。 
 
（５）細胞機能解析： 
各株の増殖速度の決定、山中 4因子導入による iPS 細胞のできやすさ（初期化されやすさ）、

神経や骨などの分化細胞への分化能などを検討する。前者については、我々は「SSC は通常の分
化細胞よりも初期化されやすい」という仮説を持つが、得られたアルカリ性フォスファターゼ
(ALP)(陽性)、OCT-3/4 (陽性/陰性)、SOX2 (陽性/陰性)、NANOG (陽性/陰性)細胞株のどれもが
同等に初期化されるとは考え難い。よって、iPS 細胞のできやすさについての各種細胞間の差異
について検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）不死化 HDDPC 株の樹立 
平成 30年度は、2種類の不死化用 PBトランスポゾンベクターpT-E7（E7 遺伝子を搭載）と pT-

hEST（pT-hTERT とも呼ぶ；ヒト TERT cDNA を搭載）を作製し、他のマーカー遺伝子搭載の PB ト
ランスポゾンベクター（pT-pac + pT-tdTomato or pT-EGFP）、transposase 発現ベクターpTrans
と共に、HDDPC へ遺伝子導入した。その後、薬剤選択により出現コロニーを拾い上げ、株化した。
最終的に pT-E7 由来の株は 2個、pT-hEST 由来の株は 3個得た。これら株について親株と差があ
るか検討した。いずれも、プラトーに達した後の細胞増殖の停止（細胞接触阻害）を認めた。ま
た、同程度の ALP 活性、OCT-3/4、SOX2、NANOG, NESTIN の発現を認めた。更に、いずれも、in 
vitro において神経や骨細胞へ分化する能力を維持していた。 
一方、HDDPC の不死化による細胞の癌化（悪性化）の可能性についても検討した。癌細胞は細

胞外基質に接着しなくても、生存・増殖する（「足場非依存性増殖」）。不死化 HDDPC 株を寒天上
（足場がない状態での培養）で培養すると、増殖不能であった。一方、悪性腫瘍の一つであるマ
ウス F9細胞（対照）は増殖を継続させた。さらに、in vivo で造腫瘍性を検討した。iPS 細胞を
ヌードマウス膵臓内に移植すると、その細胞が少数（~100）でも移植細胞は腫瘍塊（teratoma）
を形成することを我々は既に見出していた。この in vivo の系を用い、不死化 HDDPC 株をヌード
マウス膵臓内に移植したが、1.5 ヶ月を経ても固形腫瘍の形成を認めず、同細胞株は非悪性細胞
と考えられた。 
以上の結果から、我々は「親株の特性を保持したまま細胞（HDDPCs）の不死化に成功した」と

考えた。 
 
（２）免疫染色を施された少数細胞の分取 
研究計画の通り、幹細胞特異的遺伝子の promoter 搭載ベクターの導入を試みたものの、遺伝

子導入後の細胞生存率が低かった。そこで、幹細胞特異的遺伝子を発現する細胞を単一細胞の形
で取得する他の方法を検討した。 
一般的に、歯以外の組織の細胞、例えば、骨髄幹細胞等の単離・濃縮には CD34 などの細胞表

面分子を指標に、それに結合する抗体を用いた FACS による細胞捕捉が採用されている。しかし、
OCT-3/4、SOX2、ALP などの幹細胞特異的マーカーは、核内転写因子あるいは細胞内因子のため、
これら因子を発現する細胞を単離するには、FACS は使えない。これら細胞は、一般的に固定細
胞に対する細胞免疫染色、あるいは、生細胞からの mRNA 抽出、続く、RT-PCR 解析などで同定さ
れる。しかし、少数個の固定細胞を拾い、それから微量の mRNA を抽出し、最終的に分子生物学
的解析を行うなどのアプローチは殆ど試みられていない。 
そこで、免疫染色された細胞（発色剤が沈着）を 2～10 個程、呼気制御のガラスピペットを用



いて顕微鏡下で集め、そこから微量の mRNA を回収。得られた cDNA を大量増幅後、RT-PCR 解析
が可能かどうかを検討した。まず初めに、我々の過去の研究で得られた「ALP 活性が高く、核内
転写因子 OCT-3/4 をはじめとする複数の幹細胞特異的遺伝子を発現する HDDPC は、iPS 細胞化さ
れやすい」という仮説に基づき、ALP 活性検出キットで細胞化学染色を施された HeLa 細胞と
HDDPC から ALP 陽性、陰性細胞を単一細胞として分取することを試みた。 
培養用 plastic dish にて増殖した各細

胞を 0.25％ Trypsin-EDTA で剥離する。回
収した単一細胞を4% paraformaldehydeで
室温、5 分程固定後、ALP 活性検出キット
で細胞化学染色する（図 2-A）。後日、4%牛
胎児血清(FBS)を含むリン酸緩衝液（FBS-
PBS）に置換する。この ALP 染色細胞懸濁
液を非接着性 plate 上に 20 µL滴下する。
胚操作用ピペットを用いて実体顕微鏡下
にて ALP 陽性、陰性細胞それぞれを単一細
胞として分取（図 2-B）。microtube 内の 
FBS-PBS 滴（1 µL）に実体顕微鏡下にて単
一細胞として収める（図 2-C）。場合によっ
ては、10個程採取する。全トランスクリプ
トーム増幅（WTA）により、固定・染色され
た細胞から得た mRNA を鋳型とする cDNA を合成し、得られた cDNA を大量増幅後、少数細胞から
の cDNA 取得の妥当性を RT-PCR 法にて調べた。 
その結果、HeLa 細胞と HDDPC の両細胞とも、ALP 染色により ALP 陽性細胞と ALP 陰性細胞に

分けて取得することができた。また、ハウスキーピング遺伝子 GAPDH の RT-PCR の結果、どのサ
ンプルも均一なバンドを示し、少数細胞から cDNA 大量増幅に至る過程は問題ないと考えられた。 
 
（３）HDDPC 由来 ALP 陽性、陰性細胞の遺伝子発現解析 
HDDPC 由来 ALP 陽性群（HDDPC-ALP(+)）と ALP 陰性群（HDDPC-ALP(－)）について、RT-PCR を

実施した。その結果、HDDPC-ALP(+)には ALP、OCT-3/4 の発現が認められた。一方、HDDPC-ALP(－)
には ALP、OCT-3/4 の発現はなかったものの、SOX2 の発現を認めた。 
 
（４）HDDPC 由来 OCT-3/4 陽性、陰性細胞、ならびに SOX2 陽性、陰性細胞の遺伝子解析 
HDDPC を OCT-3/4 抗体あるいは SOX2 抗体で一次染色し、ペルオキシダーゼ結合二次抗体で染

色した後、HistoGreen で発色した細胞ならびに発色しない細胞を分取した。OCT-3/4 陽性細胞
10 個を OCT-3/4 陽性群、OCT-3/4 陰性細胞 10 個を OCT-3/4 陰性群とした。OCT-3/4 陽性群、陰
性群はそれぞれ 2群ずつ（OCT-3/4 強発現: HDDPC OCT-3/4(+)S、HDDPC OCT-3/4(－)S; OCT-3/4 
弱発現: HDDPC OCT-3/4(+)L、HDDPC OCT-3/4(-)L）、SOX2
陽性群、陰性群はそれぞれ 1群ずつ（HDDPC SOX2(+)、HDDPC 
SOX2(－)）について、RT-PCR を実施した。 
OCT-3/4 陽性、陰性細胞について、HDDPC OCT-3/4(+)L

では ALP の発現を認めたものの、OCT-3/4、SOX2 の発現は
認めなかった。一方、HDDPC OCT-3/4(+)S では OCT-3/4、
SOX2 の発現を認めたものの、ALP の発現を認めず、前者と
真逆の結果となった。OCT-3/4 陰性である HDDPC OCT-
3/4(－)S、HDDPC OCT-3/4(-)L は両者とも ALP、OCT-3/4、
SOX2 の発現を認めなかった。 
SOX2 陽性、陰性細胞について、HDDPC SOX2(+)は SOX2 の

発現を認め、HDDPC SOX2(－)では SOX2 の発現を認めなか
った。両者とも共通して、ALP の発現を認め、OCT-3/4 の
発現は認められなかった。 
以上から、HDDDPC には遺伝子発現 profile が異なる幾

つかの SSC が存在している」と考えられた。 
 
 
 

図２：ピペットを用いた単一細胞分取の行程 

図３：幹細胞特異的遺伝子の 
発現パターン図 
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