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研究成果の概要（和文）：本研究は、歯髄幹細胞（DPSC）を用いた安全な細胞治療を目指して、無血清培養下で
形成される「自己多層化細胞シート」による新規骨再生法の開発を目的とした。本研究成果によって無血清培養
条件の最適化を達成した自己多層化細胞シートは、ピンセットで把持できるほどの優れた操作性と強度を有し、
さらにin vitroとin vivoにおいて高い硬組織形成能を示した。特許出願も完了した全く新しい細胞シート技術
に基づく自己多層化細胞シートは、安全かつ効果的な硬組織再生医療に貢献する。

研究成果の概要（英文）：The  aim of this study was to develop a novel cell sheet engineering method 
known as the “self-multilayered cell sheets” using dental pulp stem cells (DPSCs), for safe and 
efficient bone regeneration therapy. The self-multilayered cell sheets were synthesized by 
optimizing the serum-free culture conditions. The cell sheets had optimal strength and were easily 
manipulated by forceps. Moreover, they had the ability to form hard tissues in vitro and in vivo. 
Our novel cell sheet engineered technology will contribute to the safe and effective hard tissue 
regenerative medicine using DPSCs.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
社会的な再生医療に対する期待の高まりにともない、細胞を用いた再生医療は安全性と有効性が求められ、さら
に治療技術の高い再現性を備えた医療提供が望まれる。
本研究は、異種血清を含まない無血清培養下で歯髄幹細胞（DPSC）を培養して、短期間で効率的に自己多層化細
胞シートを形成する新技術を開発した（特許出願中）。さらに、優れた操作性と強度を有する自己多層化細胞シ
ートは、高い硬組織形成能を示した。
本研究成果から、自己多層化細胞シートによる安全かつ効果的な硬組織再生医療が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

幹細胞を用いた再生医療が進むなか、間葉系幹細胞（MSCs）の一種である歯髄幹細胞（DPSCs）

は、再生医療に有用な細胞ソースである【1】。申請者は以前、無血清培養において歯髄からの

幹細胞の分離と大量培養に成功した。一方で、この無血清培養は、過度な培養を続けると多層

化して細胞死をまねき、細胞数の減少を引き起こすことがわかった。この問題を解決するため

に申請者は、細胞の足場となる培養皿のコーティング基材に着目し、複数の細胞外マトリック

スを検討した結果、type 1 collagen（COL）を選択

した。COL コーティングした無血清培養（COL－無

血清培養）では、DPSCs は活発な増殖を維持し、多

層化した後も細胞死を生じることなく、従来の無

血清培養より約２倍の細胞数を獲得することに成

功した（図１）。くわえて、多層化した DPSCs は、

増殖能や多分化能を有する幹細胞特性と正常な染

色体構造を維持して、がん化・腫瘍化は見られなか

った【2】。さらに面白いことに、COL－無血清培養

の DPSCs は、細胞自身が豊富なコラーゲンを産生して多層化する“自己多層化”を示すことが

明らかとなった【3】。そこで申請者は、自己多層化を誘導する DPSCs のコラーゲン産生能が、

三次元的な骨芽細胞分化にも効果的か否かに着目した。一般に、骨芽細胞は MSCsから分化し、

コラーゲンやオステオカルシンなどの骨基質タンパクを合成・分泌して骨組織の石灰化に関

わることが知られている。したがって、COL－無血清培養下では、自己多層化により細胞シー

トを形成した DPSCs、すなわち『自己多層化細胞シート』は、コラーゲンが主要な基質を構成

する骨組織にとって、新たな骨再生技術になると考えた。 

２．研究の目的 

申請者がこれまでに報告した無血清培養法は、ヒト抜去歯からの歯髄幹細胞（DPSCs）の分

離から培養の全ての過程で異種血清に触れることなく、きわめて安全な培養法で大量の幹細

胞を獲得できる。さらに、COL－無血清培養した DPSCs は、骨基質となるコラーゲンを豊富に

産生した『自己多層化細胞シート』を自律的に形成するため、特別な生体材料を用いることな

く簡便で操作性に優れた細胞シートとして治療応用が可能となる。 

本研究は、COL－無血清培養法によって作製された『自己多層化細胞シート』の骨分化機構

を明らかにし、安全性と有効性を備えた新規骨再生法の開発を目的とする。 

３．研究の方法 

COL－無血清培養下で自己多層化する DPSCs を活用した新たな骨再生技術を開発するには、短

期間、かつ高い再現性で自己多層化細胞シートを形成することにくわえ、自己多層化した DPSCs

の効率的な骨形成細胞への分化が重要である。 

そこで本研究では、以下に示す２つの戦略を立て実行した。 

（1） 細胞移植に適した自己多層化細胞シートの作製 
従来の COL－無血清培養法では、培養 14 日目から多層化を示し、細胞数は 16 日目で最大に

なるが、臨床的にはより短い期間で自己多層化するのが望ましい。そこで、培養期間の短縮を図

りつつ、移植時の操作性に優れた自己多層化細胞シートの作製条件を検討した。はじめに、播種

細胞数と培養期間を評価する成長曲線評価を行い、自己多層化細胞シートの評価は一般染色と

免疫染色を含む組織学的解析、フローサイトメーターによる表面抗原解析を行った。 

（2） In vitro／in vivoにおける自己多層化細胞シートの硬組織再生評価 



自己多層化細胞シートを骨分化誘導し、アリザリンレッド染色により石灰化ノジュールを評価

した。さらに自己多層化細胞シートで骨補填材を被包し、免疫不全マウスの皮下に移植した。移

植物は、一般組織染色と免疫染色により新生硬組織形成の解析を行った。 

４．研究成果 

（1） COL-無血清培養条件の最適化 
 自己多層化細胞シート作製に最適な無血清培養

条件を確立するため、播種細胞数および培養期間を

評価した。結果として、1×104個 /cm2の細胞を播種

し、培養 10 日目に各種コラーゲンの豊富な産生を

認める培養条件が最適であった（図２）。最適化され

た自己多層化細胞シートは細胞死を認めず、さらに

十分な厚みと強度を示して高い操作性を有する細

胞シートであることが明らかとなった（図３）。また

表面抗原解析から、自己多層化した DPSCs は typeⅠcollagen 特異的な integrin α２の持続的

な発現を維持していることわかった(図４)。 

（2） 自己多層化細胞シートの硬組織形成評価 
 In vitro 解析では、骨分化誘導により自己多層化細胞シートは巨大な石灰化ノジュールを形

成した。また、免疫不全マウスの皮下移植によって、自己多層化細胞シートは大量の新生硬組織

を形成して腫瘍化は認めなかった。 

 以上の知見から、DPSCs が特定の培養条件によって効率的に自己多層化して細胞シートを形成

できる、新たな細胞シート作製技術の開発に成功した。さらにこの自己多層化細胞シートは、従

来には見られなかった高い機械的強度を有してピンセットで把持することが可能なため、移植

物の作製が簡便で操作性も良く、術者に問わず再現性の高い細胞治療が可能となる。本研究で得

られた成果は、DPSCs を用いた安全かつ効果的な硬組織再生医療に貢献する。 
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