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研究成果の概要（和文）：ヒト乳歯・智歯歯髄幹細胞を CD117 抗体と磁気ソーティン

グを用い分離した。4 代毎に磁気ソーティングして継代培養し、これから肝臓様

細胞・膵臓様細胞を分化させた。無血清培地での分化も可能とした。一方、

0.1ng/10mL 硫化水素曝露下で幹細胞を分化させたところ、前者は尿素形成の促

進や肝臓マーカーの強い発現など分化促進効果が見られ、後者はインシュリン合

成抑制など若干の抑制が見られた。幹細胞そのものには強いアポトーシスが発現

した。  

 
研究成果の概要（英文）：Stem cells were isolated from human deciduous and 
wisdom teeth using CD117 antibody and magnetic separation. The cells were  
passaged using the magnetic separation using CD117 antibody at every 4 
passages. Hepatic and Pancreatic cells were differentiated from the cells, also 
differentiated using serum free media. The cells were dedifferentiated under 
0.1ng/10mL hydrogen sulfide. Hepatic differentiation was accelerated , since 
hepatic markers expressed more than in control, and as urea production was 
increased. But pancreatic was suppressed as insulin production was 
suppressed. The pulp stem cells themselves caused strong apoptosis under 
hydrogen sulfide exposure. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周炎の全身との関連が大きく注目されて

いるが、オッズ比の範囲に止まるものばかり

で。科学的説得力のある実験的検証はほとん

どなかった。研究代表者らは口臭物質には青

酸ガスに次ぐ毒性がある事実に着目し。その

病原性について報告を積み重ね近年、口臭物

質・揮発性硫黄化合物（VSC）が歯肉線維芽
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細胞・歯肉上皮細胞にアポトージスを惹起す

ると報告し、発生機序も MAPK、 JNK、 c-jun

のルートと、ミトコンドリア・caspase3に至

るルートを解明した。以上の結果から「VSC

は、アポトージスを介した病原性を発揮す

る」と結論した。この結果は、以下の 2点に

於いて重要な意味を持つ。一方、VSC は幹細

胞にも、同様の強い毒性を持ち病原性を発揮

するとみられる。VSC による幹細胞の過剰な

アポトージスの発生は、組織にとって重篤な

転帰を意味する。①VSC は非常に低濃度で、

冠動脈、膵臓、肺、骨髄、赤血球、白血球、

リンパ球などの組織で容易にアポトージス

を惹起するとの報告がある。特に冠動脈では、

幹細胞自身が抗アポトージス因子を放出し

て障害を予防するため、幹細胞自身のアポト

ージスは重篤な障害を招く。すなわち、口腔

由来 VSC は全身に到達するので、VSC による

幹細胞アポトージスの機序解明により、歯周

病と全身疾患の関連を、論理的かつ明確に証

明することができると考えられた。 

 

２．研究の目的 

歯周炎由来硫化水素による幹細胞アポト

ージスに着目して、「歯周炎が全身に悪影響

を与える」あるいは「全身疾患を惹起する」

との仮説の下、本申請研究では、ヒト間葉系

幹細胞やマウス胚性幹細胞に及ぼす VSCの影

響を検討する。ヒト間葉系幹細胞としては骨

髄幹細胞が一般的であるが、採取が容易では

ない。そのうえ本研究の普遍性を確立するに

は、多くの幹細胞 strain が必要となる。そ

こで、試料採取が容易なヒト抜去乳歯・智歯

歯髄から幹細胞を得て、VSC の幹細胞への影

響、上皮細胞、肝臓細胞、膵臓細胞、脂肪細

胞への分化への分化法を確立する。そこで硫

化水素の幹細胞や臓器分化への影響を明ら

かにする。硫化水素に着眼し仮説としたのは、

サイトカインより遥かに容易に全身伝播す

るためである。本研究では、ヒト幹細胞ある

いは上皮幹細胞、肝臓細胞や膵臓細胞への分

化の過程で硫化水素がアポトージスあるい

は分化阻害を生じるとの結果を予想する。こ

れは、歯周病由来硫化水素が全身疾患に関わ

ることを示す。 

 

３. 研究の方法 

(1) VSC の Mouse Embryonic Stem 

Cell(MESC)への影響 

①MESC の培養 

MESC ( #66001-02, CELPROGEN, USA)

を DMEM/F12 培地 10%FCS にて継代培養

する． VSC インキュベーション 24，

48，72 時間培養する．培養時間は予

備実験にて既に決定している．硫化水

素濃度は 1ng-100ng/ml 95 % air/5 % 

CO2 の範囲で変動させ，培養液中濃度

を 0.05-0.5ppm とし,アポトージスと

ネクロージスの発現状況と硫化水素

濃度の関連を明らかにする． 

②アポトージス, ネクロージスの測定   

早期アポトージス, 後期アポトージ

ス + ネクロージスは，Guava PCA Nexin 

kit™ (GE Healthcare Bioscience Co. 

USA) に よ る Annexin V/7-amino- 

actinomycin D (7-AAD)染色を行い，

Gava EasyCyteTM (GE. USA)にてフローサ

イトメトリーを行い，同定する 3．さら

に，細胞質中の histone-complexed DNA 

fragments を Cell Death Detection 

ELISA kitTM (Roche, USA) で測定し，フ

ローサイトメトリー測定に加え，モノあ

るいはオリゴヌクレオチド定量による

アポトージス測定結果とする 3．ネクロ

ージスは，細胞質から逸脱する lactate 

dehydrogenase を Cytotoxicity 

Detection kitTM (Roche)にて測定する．

一方生細胞数測定は，0.25% トリパンブ

ルー (Invitrogen)を用い行う。 

 

(2) 歯髄肝細胞の分離と培養 

① 歯髄の採取と培養 

抜去歯を破砕し，歯髄を採取する．採取

した歯髄を細切後 0.05%トリプシン＋

0.05%EDTA を 30 分から 1 時間作用させ

strainer を通した後,DMEM/F12 medium 

with 20%FCS 中に 72時間静置する．その

後，DMEM/F12 培地 10%FCS にて継代培養

する．最大 7代までの継代とする．すで

に，予備実験で DPSC の存在を確認して

いる 1, 2. 

② DPSCの分離 

本研究では，ミクロ磁気ビーズ付き抗

CD271 抗体である MSC Research Tool 

Box-CD271( Mitenyl Biotec 

GmbH,Germany)あるいは，抗 CD44 抗体に

て自製したミクロ磁気ビーズを作用さ

せ，AutoMaxTM separtor（Mitenyl Biotec 



 

 

GmbH,購入予定)にて DPSC を分離する 1, 2．

セルソーターは，分離後の生存率が低く

なるため本研究では用いない． 

③ DPSC回収率の確認 

CD271 にて細胞分離した場合は CD44－

FITC 染色，CD44 の場合は CD271－FITC

染色そして PI immunofluorescenceにて 

Gava EasyCyteTM(GE, USA)を用い確認す

る 1, 2． 

(3)アポトーシスシグナル伝達機構 

Caspase 活 性 を Caspase 3 

Detection Kit TM, Caspase-9 

Colorimetric Assay Kit-100 

Assays TM ， Caspase-8 Assay 

Kit-100 Assays TM（コスモバイオ，東

京）にて測定する．ミ ト コ ン ド リ ア

か ら の 逸 脱 チ ト ク ロ ー ム C は 

Cytochrome C ELISA（コ スモ ･バ

イ オ，東京）により 定量を行う．ミ

ト コ ン ド リ ア で の ROS の 産 生 は 

MitoSOXTM Red Mitochondrial Superoxide 

Indicator (Invitrogen， USA)と Gava 

EasyCyteTM(GE)にて ROS 陽性細胞数を測

定する．カス パ ー ゼ 3, 4, 6, 8, 

9,10 の 膜 透 過 性 イ ン ヒ ビ タ ー

（ コ ス モ ・ バ イ オ ） の 曝 露 下 で

の アポト ージス 阻害を Cell Death 

Detection ELISA kitTM (Roche)にて観

察 する． 

（4）肝臓様細胞の分化 

幹細胞が70%コンフルエントなったとこ

ろ で 、 20 ng/mL recombinant human 

hepatocyte growth factor (R&D Systems 

Inc, Minneapolis,MN) と2%FCS を添加し

たDMEMで5日間培養した。さらに20 ng/mL 

recombinant human hepatocyte growth 

factor (R&D Systems Inc, 

Minneapolis,MN) と2% fetal calf serum、

10 ng/mL Oncostatin M (R&D Systems Inc)、

10 nmol/L dexamethasone (Wako Pure 

Chemicals) 、 1% 

Insulin-Transferrin-Selenium-X 

(Invitrogen)を添加したDMEM で15日間

培養を行った。 

(5) 膵臓様細胞の分化  

2%FBS – DMEMに HGF - 20 ng/ml、FGF -10 

ng/ml を添加し、幹細胞を 5 日間培養し

た。次に、HGF - 20 ng/ml、EGF - 20 ng/ml、

FGF - 10 ng/ml、βME - 100 µM を添加

7 日間培養した。途中一回培地を交換し

た。最後に 2%FBS – IMDM に HGF-  20 

ng/ml、Nicotinamid - 10mM を添加し 7

日間培養した               

 

４．研究成果 

(1)硫化水素ラット胚細胞への影響 

ラット胚細胞に 50ng/mL硫化水素を 24

時間、48時間暴露したところ、5割近い

ネくロージスを発現した。アポトーシ

スも発現したがネクローシスが主体で

あった。 

一方、500μｇ/ｍL NaHSで12時間イン

キューベーションでは、変化は見られ

なかった。 

(2) 市 販 ヒ ト 上 皮 由 来 Keratinocyte     

stem cellsをに 50ng/mL硫化水素を 2 

4時間、48時間暴露したところ、アポト 

ーシスが発現した。24 時間で約20%の細 

胞がアポトーシスを惹起し、48時間では 3 

7.8% ± 5.4 に対しコントロールが 4.7% 

±0.9（p<0.01、 ANOVA)であった。ROS、ミ 

トコンドリア脱分極、cytochrome C遊離も 

増加した。caspase-9や caspase-3は増加し 

たが、caspase-8は増加しなかった。 

(3)ヒト乳歯・智歯歯髄から幹細胞分離 

ヒト乳歯・智歯歯髄から、幹細胞を分

離して cell line 化した。すなわち

CD117 陽性細胞を磁気分離し継代培養

した。ただし 4-5 代毎に CD117 陽性細

胞を磁気分離する必要があった。これ

らの細胞は CD117、 CD44H、 OCT3/4、 

nanog、 nestin、 CK19、 ALP、 SPARC、 P63

は陽性であった。しかし CK18 には陰性で

あった。 

(4)肝細胞養分化 

上記細胞を、 hepatic growth factor、 

dexamethasone 、 Insulin-transferrin 

–selenium-x、 oncostatin 存在下で培養し、

肝 臓 様 細 胞 を 誘 導 し た 。 Albumin 、 

AFP、  HNF 4α、 IGF-1は陽性で、グリコ

ーゲン合成を認め、尿素合成量もコントロ

ールに比べ有意に増加した。 

(5)膵臓様細胞への分化 

前述のように HGF、FGF、 EGF、βME、

Nicotinamid 存在下で膵臓様細胞に分化さ

せたところ、インシュリン陽性細胞、グル

カゴン陽性細胞、ソマトスタチン陽性細胞

が確認された。 



 

 

(6)無血清培地による幹細胞の培養 

無血清培地（SFM）を4種作製した、SFM#1

は 1% ITS-X と 100 µg/ml of 

Embryo-trophic Factor  (ETF); SFM#2は

1% Insulin-Transferrin-Selenium-X; 

SFM#3は100 µg/ml ETF; SFM#4は100 µg/ml 

ETF、  1mM Sodium Pyruvate、  25µg/ml 

Ascorbic Acid、4ng/ml FGF-a からなる。

なかでもSFM#1が、最も良好な増殖能、生

存率そして幹細胞マーカー発現を示した。

さらに、肝臓様細胞を誘導したところ、

Albumin、 AFP、  HNF 4α、 IGF-1は陽性

で、グリコーゲン合成を認め、尿素合成量

もコントロールに比べ有意に増加した。 

(7)硫化水素の幹細胞への影響 

ヒト乳歯・智歯歯髄から、幹細胞を分

離して cell line 化した CD117 陽性細

胞を 50ng/mL 硫化水素に 48 時間暴露

した。その結果、 24 時間で 16.3 ± 

1.87％の細胞がアポトーシスを惹起した、

対照は 1.6％であった。ミトコンドリア脱

分極も、対照の7.2％に比べ29.2 ± 7.2％

と有意に増加し、cytochrome C 遊離も対照

の 0.1 ng/mL に比べ 0.8 ± 0.1 ng/mL と

有意に増加した。caspase-9 や caspase-3

も、それぞれ有意に増加したが、caspase-8

は増加しなかった。以上より、硫化水素は

ミトコンドリア経路を経て、幹細胞にアポ

トーシスを発生する事が分かった。 

(8)肝臓様細胞分化・膵臓様細胞分化への硫

化水素の影響 

幹 細 胞 を hepatic growth factor, 

dexamethasone,insulin-transferrin- 

selenium-x, oncostatin 存在下で培養し、

肝 臓 様 細 胞 を 誘 導 し た 。 Albumin, 

AFP,  HNF 4α, IGF-1 は陽性で、グリコー

ゲン合成を認め、尿素合成量もコントロー

ルに比べ有意に増加した。この際更に、

0.1ng/mL H2S 下で分化させたところ、

上記のいずれも発現が増加し、硫化水

素は肝臓分化を促進する事が証明さ

れた。HGF、FGF、 EGF、βME、Nicotinamid

存在下で膵臓様細胞に分化させる際、硫化

水素に曝露させたところ膵臓様分化抑制

された。 
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出願年月日：平成 22年 3月 3日 
国内外の別：国内 
 
 
○取得状況（計０件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 
 
〔その他〕 
ホームページ等 なし 
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