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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト乳歯歯髄由来のstem cells from human exfoliated deciduous 
teeth（SHED）に着目し、歯髄中に含まれる幹細胞のうち、どの細胞集団が骨再生に関与しているのかを検証し
た。SHEDからCD146陽性細胞集団およびCD146陰性細胞集団を単離・培養した。マウスの骨欠損モデルを用い、生
体内移植を行った。CD146陽性およびSHEDの不均一な集団を移植すると有意に高い骨再生が観察され、骨の再生
と血管新生を促進することが明らかとなった。またcarbonate hydroxyapatiteとSHEDを併用し、より骨再生が誘
導されることを解明した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we focused on stem cells from human exfoliated deciduous 
teeth (SHED) derived from the dental pulp of human deciduous teeth and verified which cell 
populations among the stem cells contained in the dental pulp are involved in bone regeneration. A 
CD146-positive cell population and a CD146-negative cell population were isolated and cultured from 
SHED. In vivo transplantation was performed using a mouse bone defect model. Transplantation of 
CD146-positive and SHED heterogeneous populations resulted in significantly higher bone 
regeneration, demonstrating that it promotes bone regeneration and angiogenesis. In addition, it was
 clarified that bone regeneration was induced by the combined use of carbonate hydroxyapatite and 
SHED.

研究分野：骨再生

キーワード： 骨再生　SHED　レーザー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で用いているstem cells from human exfoliated deciduous teethは、ヒト乳歯歯髄由来であり、低侵
襲かつ簡便に細胞採取が可能である。これらの細胞の培養および生体内移植が可能になれば、現在行っている移
植術に大きな影響を与える。例えば口蓋裂を有する患者の顎裂部に自家腸骨海綿骨移植等を行うため、ドナーサ
イトにおける疼痛や神経損傷による歩行障害といった問題が起こるがこれらを解消することができる。これは大
きな社会的意義があると言える。また、これらを応用することにより、より高度な骨再生分野の手がかりになり
得ることは学術的に意義があると考えられる。

※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 
口蓋裂を有する患者の顎裂部には、自家腸骨海綿骨移植が広く行われている。しかしながら、ド
ナーサイトにおける疼痛や神経損傷による歩行障害は、学童期の患者にとって大きな負担とな
る。我々は患者の負担を低減するため、低侵襲で細胞採取が可能なヒト乳歯歯髄由来の stem 
cells from human exfoliated deciduous teeth（SHED）に着目し、歯髄由来の幹細胞が human 
BMSCs（hBMSCs）と同程度の骨再生能を有している事を解明した。しかしながら、歯髄中に
含まれる幹細胞のうち、どの細胞集団が骨再生に関与しているのか、詳細な骨再生機構は未だ不
明である。本研究は、SHED における骨再生に有用な細胞集団と最適な移植条件を解明するこ
とを目的とする。さらに、優れた生体活性化作用を有するコールドレーザー照射が、SHED に
おける骨再生誘導にどのような影響を及ぼすのかを検証する。そして、得られた知見を統合し、
低侵襲で更なる骨再生誘導が達成されるか否かを検証する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、歯髄中における骨再生に有用な細胞集団を解明するとともに、コールドレーザー照
射を併用し、組織再生の亢進が達成されるか否か検証する。未だ明らかとなっていない SHED 
の特性を検証し、骨再生誘導機構の解明を試みることは学術的にも独自性があると考えた。さら
に、本法を臨床応用し、最終的にはこれらを口蓋裂患者の顎裂閉鎖治療に応用した、新規治療法
の確立を目指すことを最終目的とする。これは患者負担を軽減することができ、広く再生医療分
野の進歩への貢献を果たすと考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）SHED における骨再生に有用な細胞集団の検討 
抜去された乳歯から SHED を単離・培養し、セルソーターを使用し、SHED から CD146 陽性細胞
集団(CD146+)および CD146 陰性細胞集団 (CD146-)を単離・培養した。6 週齢免疫不全マウス
(BALB/c-nu)の頭蓋冠に、トレフィンバーを用いて、骨欠損を作製し、アテロコラーゲンスポン
ジを使用して生体内移植を行った。予備実験で効果のあった CD146＋細胞細胞細胞に焦点を当て、
再生骨の評価を行う。骨欠損部に SHED の CD146＋細胞を移植し、骨再生・修復の経日的変化に
ついて、マイクロ CT を用いて、三次元的に解析を行う。移植条件の検討として、移植細胞数の
検討を行うとともに、軟骨分化および骨分化誘導された細胞を移植し、最適な細胞移植条件につ
いても検討を行う。評価方法としては、ラットを潅流固定し、頭頂骨を摘出・脱灰した後、自動
包埋システムにて組織切片を作製する。HE染色および Masson’s trichrome 染色を行うととも
に、骨代謝関連マーカーの免疫組織化学染色を用いて評価した。 
（２）SHED と carbonate hydroxyapatite を併用することによる骨再生の変化の検討 
SHED と carbonate hydroxyapatite のナノ粒子に加工したものを併用して移植した群と、SHED
と carbonate hydroxyapatite 単体で移植した群を設定し、（１）同様にマイクロ CT および組織
切片を用いて検討を行った。 
（３）コールドレーザー照射が細胞増殖・基質産生能に及ぼす影響の検討 
 本研究では 910 nm が主波長であるコールドレーザー650、810 および 910 nm の波長と複
数のパルス幅が選択可能な超短パルス半導体レーザーを使用する。SHED およびマウス頭蓋冠由
来骨芽細胞様細胞株 (MC3T3-E1) を用いて検討を行う。レーザー照射については我々の手技 
(Gunji H et al., 2018) と Holder ら (J Dent Res, 2012) の方法に準拠する。各細胞に対し、
レーザー照射を行った際の細胞増殖および骨分化能について BrdU assay および MTS assay を用
いて、比較・検討する。また、骨分化誘導を行い、Alizarin Red 染色、Alkaline phosphatase
（ALP）染色、ALP 定量試験を行い、骨分化能を対照群と比較検討する。さらに、骨形成関連マー
カー(ALP、OCN、BMP-2 など)の発現レベルについて、遺伝子解析および定量 Western blot 解析
を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
CD146 +および SHED の不均一な集団を移植すると骨の再生が観察され、CD146+細胞では有意
に高い骨の再生が観察された。 骨の再生は、CD146-群の方が対照群よりも高かったが、4 週間
および 8週間で他の移植群よりも有意に低かった。 組織学的および免疫組織化学的評価により、
CD146+細胞が骨の再生と血管新生を促進することが明らかとなった。 

この内容は、2021 年に国際学術誌に投稿し、誌上に掲載された。 
 
 
 



また、同様に頭蓋冠に骨欠損を作成したモデルにおいて、SHED と carbonate hydroxyapatite（CAP）
を併用して移植することで、より骨再生が誘導されることを解明した。 

この内容は、2022 年に国際学術誌に投稿し、誌上に掲載された。 
コールドレーザーを照射することで、MC3T3-E1 は BrdU assay および MTS assay において対照
群と比べ有意に細胞増殖能が高いことが確認された。また遺伝子解析においても ALP の発現が
有意に高いことが明らかとなり、骨形成促進の可能性が示唆された。SHED については、個体差
が大きいことが誘因なのか、結果は多種多様であった。研究デザインを含めたより詳細な検討が
必要であり、今後の検討課題である。 
以上より、骨の生体移植治療に代わる方法として、CD146 +および SHED の不均一な集団や
carbonate hydroxyapatite を併用した骨再生の新たな治療方法が提案された。 
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