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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、SSEA-4 がヒト乳歯由来の幹細胞を同定・純化するための特異的マーカー
として利用できるかについて検討を行った。SSEA-4 陽性乳歯歯根膜細胞の 68.4%および SSEA-4
陽性乳歯歯髄細胞の 85.7%が脂肪細胞と骨芽細胞への分化能を有していた。また、これらの
SSEA-4 陽性細胞は、脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞への分化能を有していた。これらの結果か
ら、SSEA-4 がヒト乳歯歯根膜・歯髄幹細胞の特異的マーカーであることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, we investigated if SSEA-4 could serve as a marker to 
distinguish human deciduous tooth-derived stem cells.  Clonal assay demonstrated 
that 68.4% of SSEA-4-positive periodontal ligament (PDL) cells and 85.7% of 
SSEA-4-positive dental pulp (DP) cells exhibit either adipogenic or osteogenic potential.  
In addition, these cells showed adipogenic, osteogenic, and chondrogenic 
differentiation.  These results showed that SSEA-4 can be used to promote the 
enrichment of stem cells from the PDL and DP of human deciduous teeth. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来は治療が困難であった病気に

対する新しい医療として、再生医療への期待

が高まってきている。再生医療とは、胎生期



にしか形成されることのない臓器を、人工的

に形成した組織あるいは臓器を用いて機能回

復を図る医療である。近年、骨髄をはじめと

する様々な組織に幹細胞が存在することが分

ってきており、この体性幹細胞を用いた臓器

再生の研究が活発に行われている。 

 申請者は、再生医療に用いる幹細胞

の候補として、乳歯の幹細胞に着目した。近

年の研究により、歯の細胞の中にも、多分化

能をもつ体性幹細胞が存在することが分かっ

てきている［Seo B.M. et al., 2004; Shi S. 

et al., 2003; Kawanabe N. et al., 2010］。

自己の歯から取り出した幹細胞は、胚性細胞

の利用に際して問題となる倫理的・宗教的問

題や組織適合性などの問題がないという利点

がある。また、特に乳歯は自然脱落するため、

他の器官と異なり非侵襲的に採取できるとい

う利点がある。このように、歯の細胞は幹細

胞の供給源として非常に魅力的である。これ

までの国内・国外の研究では、歯の幹細胞を

同定・純化するためにSTRO-1が有用であるこ

とが示されている。しかし、STRO-1抗原の発

現は不安定であり、歯の細胞において発現が

認められないという報告もある［Trubiani O. 

et al., 2005］。申請者の実験でも、歯根膜細

胞におけるSTRO-1の発現は1%前後しか認めら

れなかった。このため、歯の幹細胞の同定・

純化をより効率的に行うためには、STRO-1に

替わる別の抗原を探す必要がある。 

 申請者はこれまでの研究において、

Stage-specific embryonic antigen (SSEA)-4

が歯根膜幹細胞を同定・純化することのでき

る新たな表面抗原マーカーとして有用である

ことを発見した。本研究では、この研究結果

を応用し、SSEA-4抗原をマーカーとして乳歯

幹細胞を同定・純化できるかどうかを検討す

る着想に至った。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、SSEA-4をマーカーとし

て、ヒト乳歯由来の幹細胞を同定・純化する

技術の確立を目的とした。  

 

３．研究の方法 
(1) SSEA-4をマーカーとして、ヒト乳歯幹細

胞を同定することができるか。 

 申請者は、これまでの研究において、

ヒト乳歯細胞もSSEA-4が発現していることを

免疫細胞化学、およびフローサイトメトリー

を用いて確認した。このSSEA-4陽性乳歯細胞

が幹細胞としての性質を有しているかを調べ

るために以下について検討を行った。 

①SSEA-4(+)細胞がSSEA-4(-)細胞と比較して

高い増殖能を有しているか。 

 フローサイトメトリー（FACSAria, 

BD Biosciences）を用いて、96穴プレートに

同数のSSEA-4(+)細胞・SSEA-4(-)細胞を播種

し、培養した。一週間後に、MTS化合物を用い

た細胞増殖活性試験を行い、細胞増殖能の違

いを調べた。 

②SSEA-4(+)細胞がSSEA-4(-)細胞と比較して

長いテロメアを有しているか。 

 テロメア長の測定は、Telomere PNA 

Kit/FITC for Flow Cytometry (Dako)を用い

た。SSEA-4の発現は抗体で染色した。いずれ

の蛍光強度も、フローサイトメトリーにて検

出した。 

③乳歯細胞の分化段階に応じて、SSEA-4の発

現が変化するか。 

 All-trans-retinoic acid (10-5 M)

を添加した無血清培地にて、乳歯細胞の分化

誘導を行った。対照群の細胞は、無血清培地

のみで培養を行った。一週間後に細胞を回収

し、SSEA-4発現の変化をフローサイトメトリ

ーにて調べた。 

(2) ヒト乳歯SSEA-4陽性細胞が多分化能を

有しているか。 



 SSEA-4(+)ヒト乳歯細胞が多分化能

を有するか、in vitroにて検討を行った。

Clonal assayを行うために、フローサイトメ

トリーを用いて単一SSEA-4(+)細胞由来の細

胞株を樹立し、この細胞を用いて以下の実験

を行った。 

①中胚葉系組織への分化能の評価 

 脂肪細胞・骨芽細胞・軟骨細胞への

分化誘導を行った。分化誘導の方法は、

Pittengerら（1999）の報告に基づいて行った。

脂肪細胞への分化は、oil red O染色により評

価した。骨芽細胞への分化は、alizarin red S

染色により評価した。軟骨細胞への分化は、

alcian blue染色により評価した。各々の分化

マーカーの発現は、RT-PCRにて調べた。 

②外胚葉系組織への分化能の評価 

 神経細胞への分化誘導を行った。分

化誘導の方法は、Woodburyら（2002）の報告

に基づいて行った。神経細胞への分化は、

neuron specific enolase (NSE)の免疫細胞化

学により評価した。分化マーカーの発現は、

RT-PCRにて調べた。 

③内胚葉系組織への分化能の評価 

 肝細胞への分化誘導を行った。分化

誘導の方法は、Ikedaら（2008）の報告に基づ

いて行った。肝細胞への分化は、albuminの免

疫細胞化学により評価した。分化マーカーの

発現は、RT-PCRにて調べた。 

(3) ヒト乳歯SSEA-4陽性細胞がin vivoにお

ける組織再生能を有しているか。 

 SSEA-4(+)ヒト乳歯細胞が生体内に

おいて組織再生能を有しているかを調べるた

めに、in vivo bone formation assayを行っ

た。ハイドロキシアパタイトのスキャフォー

ルドとして、CELLYARD HA scaffold/pellet 

(PENTAX)を使用した。宿主としては、免疫不

全マウス（NOD/ShiJic-scidJcl; CLEA）を使

用した。実験方法は、Okamotoら（2006）の報

告に基づいて行った。得られた標本は切片を

作製し、Hematoxylin-Eosin（HE）染色にて骨

形成を評価した。 

 

４．研究成果 

 本研究では、まず培養ヒト乳歯歯根

膜細胞および培養ヒト乳歯歯髄細胞の多分化

能を調べた。その結果、乳歯歯根膜細胞は脂

肪細胞と骨芽細胞への分化能を有していた（n 

= 2）。一方、乳歯歯髄細胞は脂肪細胞と骨芽

細胞への分化能を有している細胞（3/6）と脂

肪細胞へは分化しないが骨芽細胞への分化能

は有している細胞（3/6）が存在することが分

かった。SSEA-4陽性クローン細胞を樹立した

実験の結果、SSEA-4陽性乳歯歯根膜細胞では

68.4%（13/19）の細胞が脂肪細胞と骨芽細胞

への分化能を有していた。また、SSEA-4陽性

乳歯歯髄細胞では92.3%（12/13）の細胞が骨

芽細胞への分化能を有しており、脂肪細胞へ

の分化能を有する乳歯歯髄細胞から樹立した

SSEA-4陽性細胞では85.7%（6/7）の細胞で脂

肪細胞と骨芽細胞への分化が認められた。 

 さらに、SSEA-4陽性乳歯歯根膜クロ

ーン細胞は脂肪細胞・骨芽細胞・軟骨細胞へ

の分化能を有していることが示された。また、

SSEA-4陽性乳歯歯髄クローン細胞は、脂肪細

胞への分化能を有している細胞から樹立した

細胞は脂肪細胞・骨芽細胞・軟骨細胞への分

化能を有しており、脂肪細胞への分化能を有

していない細胞から樹立した細胞は骨芽細

胞・軟骨細胞への分化能を有していた。 

 これらの結果から、SSEA-4が乳歯歯

根膜幹細胞および乳歯歯髄幹細胞を同定・純

化しうるマーカーであることが示された。 
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