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研究成果の概要（和文）：ヒト歯髄から歯髄幹細胞を作製し、神経系細胞に分化誘導した。神経系細胞は、神経
幹細胞、アストロサイト、未熟・成熟神経細胞、オリゴデンドロサイトの中枢神経系細胞のマーカー陽性であっ
た。同細胞は電気的活動があり、VEGF発現が高く、低酸素耐性が強いことを明らかにした。免疫不全マウス脳梗
塞モデルによる細胞の直接移植の実験系では、移植した神経系細胞は移植後28日目において脳梗塞病巣に生着し
ており、移植細胞のアストロサイト、未成熟・成熟神経細胞への分化を確認した。大脳皮質下に移植した神経細
胞からホストの脳内への軸索伸長し、神経系ネットワークの構築を行っている可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Dental pulp stem cells were generated from human dental pulp and induced to 
differentiate into nervous system cells. The nervous system cells were positive for neural stem 
cells, astrocytes, immature and mature neuronal cells and oligodendrocytes markers of the central 
nervous system. The cells were electrically active, had high VEGF expression and were hypoxia 
tolerant. In an experimental system of direct transplantation of cells by an immunocompetent mouse 
model of cerebral infarction, transplanted nervous system cells were viable in the cerebral infarct 
lesion at 28 days after transplantation, confirming differentiation of the transplanted cells into 
astrocytes and immature and mature neuronal cells. We found the possibility of axonal elongation 
from transplanted neurons in the subcortex into the host brain and the establishment of a neuronal 
network.

研究分野： 脳神経外科

キーワード： 脳卒中　再生医療　歯髄　間葉系幹細胞　神経系細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
智歯等で抜歯を受けたヒト歯髄を用いることで、細胞源の倫理的問題を解決できる。ヒト歯髄から神経幹細胞、
神経系細胞を分化誘導する新技術を特許出願（神経系細胞含有製剤の製造方法：特願2019-91625）、PCT出願
（神経系細胞集団、神経系細胞含有製剤およりそれらの製造方法：PCT/JP2020/019290)を行い、指定国移行、権
利化を行ったことで、今後、新たな歯髄由来の神経幹細胞や神経系細胞を用いた神経系の再生医療が可能になっ
た。これらの研究成果は、学術論文として受理、掲載された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脳梗塞に対する細胞治療研究は、栄養因子などによる保護効果を狙った治療と神経再生や神経

血管ユニットの再生を目指した治療がある。しかし、現在行われている細胞治療のほとんどは脳

保護効果を期待したものであり、神経再生は困難である。神経再生には移植細胞の長期生存・生

着が必要である。また、移植時期も先行する脊髄再生研究ではより急性期の移植効果が高いこと

が示唆されている。他家細胞移植は、保存細胞の使用により急性期移植は可能だが、免疫抑制薬

使用、ウイルス感染、腫瘍化や倫理的問題がある。自家移植であればそれらの問題はないが、通

常の培養方法では組織採取から移植までに約 1.5～2 か月かかるため、急性期での自家移植研究

はすすんでいない。将来的な、脳梗塞に対する急性期自家移植を見据え、研究代表者らが新規に

開発した約 1 週間で誘導可能なヒト歯髄・歯肉初代培養由来神経系細胞のマウス脳梗塞モデル

移植実験を計画する。 

 
２．研究の目的 

脳梗塞は急性期、亜急性期、慢性期でそれぞれ主な傷害メカニズムが異なるが、虚血およびその

後の炎症や浮腫などによる損傷が未完成な時期、すなわち急性期に歯髄・歯肉初代培養由来神経

系細胞で治療を行うことで、神経保護効果のみならず、神経細胞への分化、生着による神経血管

ユニットの再生を得ることを目的とする。 

使用する歯髄・歯肉初代培養由来神経系細胞は約 1 週間で組織採取から移植まで進められるこ

とが本研究の一番の特徴である。この新規法でえられた細胞は iPS 細胞由来の神経系細胞とは

異なり遺伝子操作の必要はない。またこの細胞は神経堤由来であり、神経系細胞に一度分化誘導

した後に誘導物質を取り除いても、神経系細胞に分化した状態を維持し、前駆細胞や幹細胞へと

戻らない。すなわち、分化誘導により獲得した神経のフェノタイプ(表現型)が安定していること

も我々の誘導法の特色である。その他、組織採取にあたって、歯髄・歯肉では侵襲が低く、仮に

脳梗塞急性期で抗血栓薬を投与し

ていたとしても「抜歯に関するガイ

ドライン 2015 年版」で示されてい

るように安全に採取可能である。ま

してや歯肉採取はさらに容易であ

る。以上のような臨床への応用可能

性の高い細胞を用いた研究をすす

めることで、現在欠落している脳梗

塞急性期の自家移植という新たな

治療ジャンルを開拓する。 

 
３．研究の方法 

研究代表者らは、神経堤由来のヒト歯髄・歯肉・頬脂肪体の間葉幹細胞から神経系細胞を分化誘

導する方法を確立した。さらに口腔内間葉組織から幹細胞の過程を経ないで直接神経系細胞に

分化誘導する技術を独自に開発した。 

本研究では、開発したヒト歯髄・歯肉初代培養由来神経系細胞を免疫不全マウスの脳梗塞モデル

へ直接脳内移植し、治療効果、細胞の生着、細胞の分化を評価した。 



1. 免疫不全マウス脳梗塞モデルおよび移植 

ローズベンガルの光応答性を利用した中大脳動脈永久閉塞モデルを作製し、7 日後に定位脳

内直接細胞移植を行った。緩衝液投与群、sham群をコントロールとした。 

2. 至適移植量の決定 

細胞数としては 1x104、1x105、5x105個/2µ1 とする。至適移植量は後述する神経所見や脳梗

塞の大きさ、脳萎縮の程度を参考に決定した 

3. 神経症状、脳梗塞範囲、脳萎縮の評価 

神経症状としては前肢の左右での使用頻度の差(シリンダーテスト)や前肢に付着した粘着

テープを剥がすまでの時間(アドヒーシブテスト)などで経時的評価を行った。移植後 4 週

間で脳梗塞の大きさや対側脳と比べた罹患大脳半球の萎縮程度を評価した。 

4. 生着率の評価 

ヒト由来の移植細胞の生着に関してはヒト HLA 抗体あるいはヒトミトコンドリア抗体で免

疫染色して確認した。  

5. 神経細胞への分化の評価 

ヒト HLA 抗体あるいはヒトミトコンドリア抗体と β3tubulin(未成熟神経細胞マーカー)や

NeuN(成熟神経)の二重染色で移植細胞の神経細胞への分化を確認した。 

6. 神経血管ユニット構造の評価 

移植細胞と血管内皮(CD31)、アストロサイト(GFAP)、ミクログリア(Iba1)、神経細胞(NeuN)

との解剖学的関係を免疫染色で評価した。 

 

４．研究成果 

智歯等で抜歯を受けたヒト歯髄

から歯髄幹細胞を作製し、神経系

細胞に分化誘導した。得られた歯

髄幹細胞は、間葉系幹細胞のポジ

ティブマーカーが陽性、ネガティ

ブマーカーであるが陰性であっ

た。また、免疫染色では幹細胞マ

ーカーである Nanog, Oct4, Sox2

が陽性であり、間葉系幹細胞の特

徴を有していることが示された。歯髄幹細胞が骨、軟骨、脂肪に分化誘導可能であり、多能性を

持つことが示された。歯髄幹細胞から分化誘導した神経系細胞は、Nestin、GFAP、MBP に加え、

doublecortin、βIII tubulin、

MAP2や Synaptophysinが陽性で

あり、神経幹細胞、アストロサイ

ト、未熟・成熟神経細胞、オリゴ

デンドロサイトなど複数の中枢

神経系細胞のマーカー陽性であ

った。同細胞は電気的活動があ

り、VEGF発現が高く、低酸素耐

性が強いことを明らかにした。 

また、免疫不全マウス脳梗塞モ



デルによる細胞の直接移植の実験系を確立し、至適移植細胞数を確定、脳梗塞病巣内の移植細胞

生着、分化、神経症状の改善効果を明らかにした。移植した神経系細胞は移植後 28 日目におい

て脳梗塞病巣に生着しており、移植細胞のアストロサイト、未成熟・成熟神経細胞への分化を確

認し、また、大脳皮質下に移植した神経細胞からホストの脳内への軸索伸長、及び逆行性神経軸

索トレーサーにより移植細胞から伸長した軸索がホストの脳内神経回路に組み込まれたことを

明らかにした。 

上述の研究で得られた歯髄から神経幹細胞、神経系細胞を分化誘導する新技術を特許出願し（神

経系細胞含有製剤の製造方法：特願 2019-91625）、JST 支援による PCT 出願（神経系細胞集団、

神経系細胞含有製剤およりそれらの製造方法：PCT/JP2020/019290)を行い、指定国移行を行った。

これらの研究成果は、学術論文として受理、掲載された。 
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