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研究成果の概要（和文）：歯髄間葉系幹細胞 (dental pulp stem cells: DPSC) はその高い増殖能や易回収性に
より、有用な幹細胞ソースとして様々な組織再生への応用が期待されている。さらに、DPSC は骨髄由来間葉系
幹細胞(BMMSC: bone marrow stem cells) と比べて細胞増殖能が高いとの報告もある。しかしながら、DPSC が
高い増殖能を維持する機構については十分に明らかとなっていない。そこで本研究では、NCBI GO analysis 
database の検索により、DPSC が高い増殖能を持つ分子基盤を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Dental pulp mesenchymal stem cells (DPSC) are expected to be applied to 
various tissue regeneration as a useful stem cell source due to their high proliferative ability and
 productivity. Furthermore, it has been reported that DPSCs have a higher cell proliferation ability
 than bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMMSCs). However, the mechanism by which DPSCs 
maintain high proliferative capacity remains unclear. In this study, we searched the NCBI GO 
analysis database to clarify the molecular basis of the high proliferative capacity of DPSCs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯髄間葉系幹細胞 (dental pulp stem cells: DPSC) はその高い増殖能や易回収性により、有用な幹細胞ソース
として様々な組織再生への応用が期待されている。さらに、DPSC は骨髄由来間葉系幹細胞(BMMSC: bone marrow
 stem cells) と比べて細胞増殖能が高いとの報告もある。しかしながら、DPSC が高い増殖能を維持する機構に
ついては十分に明らかとなっていない。その分子基盤を明らかにすることによって，DPSCの再生医療への適応が
前進することになる。

※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 

間葉系幹細胞は多分化性や抗炎症能を持つことから多くの組織再生治療において重要な役割を

果たすことが知られている。一方，歯髄細胞も高い分化能と増殖能を持ち再生医療への応用が期

待されるが，その細胞特性を支持する分子基盤は明らかとなっていない。申請者は間葉系幹細胞

が高発現する分泌タンパクである Matrix Remodeling Associated-5 (MXRA5) を，歯髄細胞が高発

現することを見出した。予備的実験から，MXRA5 発現が抑制された歯髄細胞では細胞増殖能・

遊走能・石灰化能の低下が認められた。う蝕や酸性条件下での露出象牙質の脱灰により象牙質か

らは多量の TGF-β が放出されるが，MXRA5 の歯髄細胞における発現・分泌は TGF-β により

著明に上昇することも併せて見出した。これら結果より，MXRA5 は歯髄組織中の恒常性維持を

多面的に担う因子であると考え，本研究では MXRA5 の歯髄組織/細胞における機能解析ならび

にその再生医療への応用可能性を検討することを目的とする。 

 

２．研究の目的 

 

MXRA5 は細胞接着とマトリクスリモデリングに関する因子として，2002 年に同定された

(Walker, et al. 2002.) 。それ以降，非小細胞肺がんにおける予後と関連する因子である (Xiong, et 

al. 2012.) ，腎臓における組織線維化に関連する因子である (Poveda, et al. 2017.) ，妊娠高血圧腎

症において発現が低下する (Ding, et al. 2018.) などの報告がある。これらの報告は，MXRA5 が

細胞遊走や細胞分化に関連することを示唆している。 

歯髄組織は血管や神経線維、免疫担当細胞、線維芽細胞などを持つヘテロな細胞の集団で構成

され、間葉系幹細胞が多く含まれることが知られている。歯髄間葉系幹細胞 (dental pulp stem 

cells: DPSC) は象牙質/歯髄複合体受傷時の組織修復や歯髄組織の感染制御に重要な機能を果た

す。さらに、DPSC はその高い増殖能や易回収性により、有用な幹細胞ソースとして様々な組織

再生への応用が期待されている。さらに、DPSC は骨髄由来間葉系幹細胞 (BMMSC: bone marrow 

stem cells) と比べて細胞増殖能が高いとの報告もある。しかしながら、DPSC が高い増殖能を維

持する機構については十分に明らかとなっていない。これまでの予備実験から，前述の MXRA5 

がこの分子基盤を支える鍵になっていると考え，歯髄組織および歯髄細胞内での機能役割を検

討する。 

 

 

３．研究の方法 

まずは MXRA5 の抗炎症作用について検討を行った。炎症を引き起こす種々の試薬で 歯髄細

胞や免疫細胞を刺激し，mRNA および タンパク質レベルで炎症への関与を検討する。また，各

種抗体を用いて，細胞内シグナリングについて western blot 法で検討を行う。 

つぎに，生体組織内での MXRA5 の役割を検討するために，当施設での倫理委員会に承認を

得，ヒト抜去歯牙を実験に供与した。具体的には，歯髄組織を取り出しのち，各種試薬で刺激を

行うものや，脱灰後，切片に薄切して免疫学的染色等を行った。 

これまでに当研究室で樹立済みのリコンビナントタンパク質の歯髄細胞への作用の検討を行っ

た。具体的には，Boyden chamber で細胞を培養し，細胞遊走能をみるものや，スクラッチ assay 

で創傷治癒能の検討等を行った。 



NCBI の The gene ontology database and informatics resource (GO analysis) から DPSC と MSC 

の遺伝子発現を whole genomic と比較した研究を抽出し、DPSC が高い細胞増殖能を持つ遺伝

子発現基盤を明らかにするために、歯髄組織に高発現する細胞外基質コード遺伝子 MXRA5 の

発現パターンと MXRA5 が DPSC の増殖に与える影響を調べた。NCBI の The gene ontology 

database and informatics resource (GO analysis) において Term [DPSC、 MSC、 Human] で検索を

行い、DPSC と BMMSC の比較データとして 2x RNA-seq data (GSE123973、GSE105145) と 1x 

microarray data (GSE113297) を抽出した。MXRA5 特異的 siRNA (siMXRA5) を DPSC にトラン

スフェクションし、total RNA を RNA-seq に供与し、網羅的に遺伝子発現を調べた。siMXRA5 

をトランスフェクションした DPSC を SDS-PAGE で展開し、MAPK 経路への関与を確認する

ために，各種抗体を用いて western blot を行った。 

 

４．研究成果 

 

歯髄細胞に TNF α で炎症を惹起すると，MXRA5 の発現が減少した。また，抜去歯牙から歯

髄組織を取り出し，TNF α で刺激後，mRNA 抽出を行った結果，MXRA5 の発現が減少した。

このことから，in vivo in vitro ともに同じ結果が示された。 

歯髄細胞に TNF α で炎症を惹起した際の培養上清を回収し，ELISA に供与し，タンパク質レ

ベルでの検討を行った。MXRA5 に対する siRNA を歯髄細胞にトランスフェクションした群

とコントロール siRNA 群では，炎症マーカーに変化はみられなかった。また，リコンビナント

タンパク質をふりかけても，炎症を抑制することはできなかった。 

リコンビナントタンパク質の歯髄細胞への影響を検討するため，まずは細胞生存 assay を行

った。高濃度になると細胞生存率が低下するため，実験では有意差のない濃度で刺激を行った。 

歯髄細胞がコンフルエントになるまで培養し，200 µL のチップの先端で細胞を剥がし，創傷

モデルとした。リコンビナントタンパク質を振りかけたが，創傷治癒を促進できなかった。また，

upper well に歯髄細胞，lower well にリコンビナントタンパク質を入れた Boyden chamber 

実験条件下において，歯髄細胞に対して細胞遊走能があることが分かった。 

歯髄組織に対して免疫学的染色を行った結果，各種の未分化マーカーとの共発現が確認された。

これまでに当研究室で行っていた歯髄細胞での実験と相関があることが分かった。 

GO analysis のバイオインフォマティクス解析結果のうち、GSE123973 と GSE113297 では、

Retinoblastoma 関連分子や Cell cycle、DNA replication の遺伝子発現が BMMSC と比較して 

DPSC で上昇していることが明らかとなった。さらに、MXRA5 は GSE123973、GSE105145、

GSE113297 において、それぞれ全遺伝子中 3、341、39 番目に DPSC 高発現遺伝子であること

を見出した。 

RNA-seq の結果から、MXRA5 は細胞周期チェックポイントに関わる遺伝子の発現と相関があ

った。siMXRA5 は DPSC の細胞増殖能を低下させた。一方、MXRA5-full と MXRA5-PV を過

剰発現した DPSC の細胞増殖はコントロール細胞と比較して促進された。Western blot の結果、

siMXRA5 をトランスフェクションした DPSC の ERK のリン酸化抑制と JNK の発現抑制が

みられた。 

以上から，MXRA5 は歯髄組織内において，細胞増殖能や未分化能，細胞遊走能に強い関わりが

あり，歯髄組織の恒常性に関わっていることが示唆された。この因子を解明すれば，歯髄組織へ

の理解が深まるかもしれない。 
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