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研究成果の概要（和文）： 
歯髄細胞に特異的に高発現するマーカー遺伝子が見出された。これらのマーカー遺伝子は、歯

牙発生、歯髄組織の恒常性の維持機構や歯髄細胞の分化メカニズム等の解析に役立つと考えら

れる。さらに、移植用細胞の品質管理にも有用であると期待される。また、従来の血清含有培

地と比較して、STK2 は歯髄細胞の安全で効率的な培養に役立つことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Proliferation and osteogenic potential of human dental pulp cells was enhanced by 
incubation with STK2. However, STK3 did not support osteogenesis of human dental pulp 
cells, although it did so in bone marrow mesenchymal stem cell cultures. STK2, but not 
STK3, proved useful for regenerative medicine using dental pulp cells. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療のニーズは年々たかまりつつあり、
またそれに応えようとする研究は年々活発
化している。ところが、再生医療の現状はＥ
Ｓ細胞をはじめ、間葉系幹細胞、神経幹細胞、
筋肉幹細胞などの臓器・組織形成のための、

細胞探し、と、様々なサイトカインの ふり
かけ によるそれらの分化誘導に終始して
おり、個体の発生や臓器の形成過程に関する
分子シナリオ、すなわち発生に関する時間
的・空間的情報が十分にわかっていない感が
否めない。さらに、２００５年のヒト胚性幹
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細胞捏造事件依頼、この分野の研究は頓挫し
ていたかのようにも見えた。しかし、京都大
学・再生医科学研究所の山中信弥教授らが、
人間の皮膚細胞から人工多能性幹細胞（iPS
細胞）を作ることに成功したことが報じられ、
大きな話題となった。しかし、今後の問題点
としては、まず遺伝子をより安全な方法で導
入することが考えられる。iPS 細胞はレトロ
ウイルスを用いて遺伝子を導入する。レトロ
ウイルスの特徴は細胞の染色体上で場所を
選ばず遺伝子を挿入してしまうことである。 
したがって、大事な遺伝子の間に挿入されて
しまうと、その遺伝子は破壊されてしまう。
破堺された遺伝子ががん抑制遺伝子であれ
ば、細胞はがん化する可能性がある。また、
もともとある遺伝子を破壊しまいまでも、レ
トロウイルスの挿入箇所付近の遺伝子の発
現の調節を変えてしまう可能性もある。した
がって、この問題点を解決しない限り iPS 細
胞の臨床応用は困難であると考えられる。 
また、前述したように、これまで様々な組織
より組織幹細胞と定義される細胞集団が分
離・培養されているが、これらの多くは、培
養ディッシュに接着した細胞を継代するこ
とによって獲得した細胞を増殖・分化させて
いるが、かならずしも純粋な幹細胞のみとは
考えにくい。さらに、組織幹細胞の培養に最
適とされる「幹細胞用培地」はこれまでたく
さんのメーカーから提供されているが、どれ
も幹細胞のみを特異的に増殖させるという
もではない。 
今回の応募者のグループはこれまで骨髄由
来間葉系幹細胞（ＭＳＣ）を用いて、骨、軟
骨および脂肪への分化誘導ならびに、それぞ
れの組織の形成に成功している。また現在、
幹細胞を培養するにあたって、①ＢＳＥやエ
イズなどのウイルスの混入リスク、②ＭＳＣ
増殖効果のロットごとのバラツキ、③異種動
物由来蛋白がヒト細胞に非ヒト型糖鎖の合
成を誘導すること、④移植用細胞に結合した
動物蛋白による免疫応答の惹起など、をなく
すことが重要と考えられているが、骨髄由来
間葉系幹細胞のみを選択的に増殖させるこ
とが可能な無血清培地（ＳＴＫ2）の作製に
成功している。 
この培地は基本生存因子、増殖誘導因子とそ
の他の追加因子から成っており、１０％ウシ
胎児血清（ＦＢＳ）添加の通常の培地と比較
して、骨髄由来間葉系幹細胞のみを２倍以上
増殖させ、線維芽細胞や上皮細胞などの細胞
増殖を抑制させることが確認されている。 
歯髄ならびに歯根膜組織は神経堤由来であ
り、これらの組織中に存在する幹細胞（歯髄
幹細胞ならびに歯根膜幹細胞）は、骨髄由来
間葉系幹細胞とは、性質と表現型が異なると
考えられるが、これまでの予備的な研究結果
より、追加因子を調整することによって、こ

れら神経堤由来の幹細胞のみを選択的に増
殖させる培地の作製も可能と考える。口腔領
域より比較的容易に採取可能な幹細胞に最
適な培地を適応させることにより、歯科領域
から再生医療に必要な幹細胞の供給を可能
とし、新たな幹細胞治療の開発への足がかり
としたいと考える。 

そして、この分野の研究は、再生医療に用
いられる移植用細胞として，骨髄や脂肪由来
の間葉系幹細胞についての研究が数多く進
められているが，歯科では歯髄細胞の移植法
が注目されている。しかし，歯髄細胞と間葉
系幹細胞との関係は明確ではない。また，歯
髄細胞の遺伝子発現の特徴や，特異的マーカ
ーは未だ不明である。一方，細胞移植治療に
おいて，細胞培養系での血清の使用は移植用
幹細胞の性質を変化させる可能性があり，そ
の上血清からの病原体の感染リスクがある。
そこで，本研究では DNA マイクロアレイを
用いて，歯髄細胞と骨髄，脂肪，滑膜由来の
間葉系幹細胞および線維芽細胞を比較する
ことにより，歯髄細胞のマーカー遺伝子を追
求した。更に，歯髄細胞の無血清培養を試み
た。 
 
 
 
２．研究の目的 
現在、幹細胞移植治療の普及にはまだいくつ
かの臨床的課題があると考えられている。①
患者によっては幹細胞の大量増幅が困難で
あること。②人手がかかり、煩雑で高コスト
であること、③細胞の品質にはバラツキがあ
ること、④再生効果にバラツキがあることな
どである。これらの問題点を解決・克服する
ことで、無血清培地の作製は極めて有用であ
ると考えられる。今回は神経堤由来幹細胞に
最適な無血清培地の作製を試み計画した。こ
れは再生治療を現実的なものとするための
課題をクリアーしていく上で、避けて通るこ
とのできない重要な課題である。にもかかわ
らず、これまで、幹細胞のみを選択的に未分
化な状態を維持したまま増殖させる培地の
作製は国内外を通じて報告がない。この培地
が作製できれば、神経堤由来幹細胞を簡便か
つ安全に培養することが可能となり、歯科領
域から幹細胞移植治療を確立するという究
極の目標に近づけることができる。さらに、
歯科領域にとどまらず他領域における再生
医療のさらなる発展にも貢献できる。 

歯髄ならびに歯根膜から採取した細胞を
超密度培養後、シングルコロニーを回収し、
増殖活性が維持されている細胞株を採取す
る。これらの細胞株をそれぞれの誘導培地に
て培養することによって、骨、軟骨、脂肪な
どへ分化能を確認し、これらの細胞株の中に
より幹細胞と非幹細胞を区別することを目



 

 

的とし、次いで、まず、骨髄由来間葉系幹細
胞用の無血清培地（ＳＴＫ２）を用いて細胞
を培養し、幹細胞株と非幹細胞の増殖活性の
違いを検討する。このデータを基準としてさ
らに培地中の追加因子を調整することによ
って、神経堤由来の幹細胞である歯髄幹細胞
ならびに歯根膜幹細胞の増殖と分化能維持
に最適な無血清培地を調整あるいは作製す
ることを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）歯髄および歯根膜からの幹細胞の単離、
培養 
①抜歯した歯牙より歯髄および歯根膜を無
菌的に採取し、酵素処理にて細胞を単離 
②超低密度で細胞を播種し培養することで
シングルコロニーを形成させる。 
③コロニーを回収 
④細胞株を未分化なまま増殖させ、その中か
ら増殖能が維持されている株を選択、回収。 
（２）採取した細胞株の継代後の骨、軟骨へ
の分化誘導。 
（３）形成能の検討 
（４）分化誘導可能な細胞株の増殖活性の検
討、培地の調整 
①多分化能を有する細胞株、線維芽細胞、分
化不可能な細胞株を無血清培地あるいは通
常の１０％ＦＢＳ含有ＤＭＥＭを用いて、Ｍ
ＴＴａｓｓａｙにて細胞増殖活性を比較検
討する。 
②無血清培地により回収した細胞株が幹細
胞であるか否かをスクリーニングできるこ
とを確認する。このステップにより、今後、
骨、軟骨、および脂肪誘導を行わずに、回収
したシングルコロニーが幹細胞であるか否
かが判定可能となる。 
 
 
 
４．研究成果 
歯髄細胞に対して各間葉系幹細胞および線
維芽細胞の遺伝子発現プロファイルは高い
相関係数を示した。クラスター解析では、骨
髄、脂肪、滑膜由来間葉系幹細胞は相互に近
接したが、歯髄細胞はこれらの間葉系細胞や
線維芽細胞から遠い関係に位置付けられた。
歯髄細胞に特異的に発現する遺伝子を見出
した、そのうち、ＳＴＫ２の培養系でも歯髄
細胞で高レベに発現していた遺伝子はＭＳ
Ｘ１、ＰＤＥ５Ａ、および、ＥＮＴＰＤ１で
あった。ＳＴＫ２は１０％ＦＢＳ含有ＤＭＥ
Ｍと比較して歯髄細胞の遺伝子発現プロフ
ァイルを大きく変化させることなく増殖を
促進した。ＳＴＫ２で前培養した歯髄細胞は
１０％ＦＢＳ含有ＤＭＥＭで前培養したも

のと比較して、石灰化誘導後に高レベルのＡ
ＬＰ活性と石灰化能を示した。以上の結果か
ら、歯髄細胞に特異的高発現するマーカー遺
伝子を見出し、これらのマーカー遺伝子は、
歯牙発生、歯髄組織の恒常性の維持機構や歯
髄細胞の分化メカニズム等の解析に役立つ
と考えられる。さらに、移植用細胞の品質管
理にも有用であると期待される。また、従来
の血清培地と比較して、ＳＴＫ２は歯髄細胞
の安全で効率的な培養に役立つことが示唆
された。 
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