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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒト歯牙間葉系細胞から神経堤細胞に近い状態までへの初期化を、様々な
培養条件を中心とした簡便な方法で試み、その可塑性を評価することである。その結果、PDLCsを低酸素環境下での浮
遊培養に置くことで、骨や軟骨、腱などへの高い可塑性を発揮し得る未分化細胞を得ることが可能であった。ただし、
ドーパミン細胞を含めた神経細胞への誘導については、低酸素刺激の有無に関わらず浮遊培養を経ることがその誘導性
を高めるのに有用であることが示唆された。一方で、scleraxisの発現など歯根膜を構成する細胞の表現型も依然とし
て一部維持されていたことから、未分化細胞への誘導性が十分でないことも示唆された。

研究成果の概要（英文）：The objective of this project is to isolate and to derive neural crest like cell f
ractions from dental mesenchymal tissues that will be capable of producing dopaminergic neurons for use in
 cell therapy treatments of Parkinson's disease. As results, when cultured human periodontal ligament deri
ved cells (PDLCs) were exposed to transient hypoxic conditions in the floating culture, the stem cell and 
neural crest related-genes were up regulated markedly in the surviving cells, and these cells showed the h
ighest plasticity. In particular, floating culture condition was effective to induce the neural cells, suc
h as dopaminergic cells, from PDLCs rather than hypoxic condition. However, these surviving cells in float
ing culture maintained some typical phenotypes of periodontal ligament cells. We are currently investigati
ng whether PDLCs exposed to these conditions can differentiate into dopamine producing neuralcells in vivo
.
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１．研究開始当初の背景 
われわれは、歯髄や歯根膜の間葉系幹細胞

（MSCs）を用いて、歯や骨の硬組織の再生
に関連した研究を行ってきた。これらの幹細
胞は骨髄由来 MSCs と類似の性質を示し、骨
や軟骨など複数の組織への分化が示されて
いる。しかしながら、これらの体性幹細胞に
は既に一定の分化傾向が刷り込まれており、
多分化能を発揮するには大きなハードルが
あると考えられた。例えば、Stro-1 陽性のヒ
ト 歯 根 膜 幹 細 胞 に お い て は 、 alkaline 
phosphatase(ALP)や osteopontin(OP)等の骨系
マーカーと共に、靱帯系のマーカーである
scleraxis が発現しており、一定の分化傾向が
既に内在している(Itaya T, et al. 2009)。しかし
ながら、その一方で、近年の遺伝子マーカー
による発生学的検討では、歯牙由来の間葉細
胞の多くは、神経堤に由来することが示され
ている。発生期には神経堤細胞は驚くほどの
可塑性を示し、末梢神経や支持細胞の大部分、
色素細胞、内分泌細胞、頭部骨格など様々な
細胞種に分化する。従って、神経堤細胞に近
い段階にまで歯牙間葉系細胞の初期化が可
能になれば、従来の歯牙由来の幹細胞には見
られない高い可塑性を獲得できる可能性が
ある。 
一方、中枢神経系疾患においては、その治

療法として神経幹細胞移植の効果が期待さ
れているが、成体における適当な幹細胞源は
見つかっていない。現在 iPSCs を含む胚型の
幹細胞に最も期待が寄せられているが、その
分化の制御性の問題から、実用化の段階に至
ってはいない。そこで、申請者らは、初期化
を誘導した歯牙間葉系細胞の可塑性や機能
補完能力を、中枢神経系細胞への分化や疾患
モデルにて評価することを計画した。例えば、
代表的な神経性疾患であるパーキンソン病
は、ドーパミン産生(DA)神経が変性・欠落す
ることで起こる神経変性疾患であるが、近年
in vitro において、浮遊培養後の骨髄 MSCs か
ら DA 細胞の誘導が示されている(Suon S, et 
al. 2004, 2006)。しかしながら、DA 神経の機
能蛋白であるチロキシン水酸化酵素(TH)に
陽性を示す細胞は約 15%に過ぎず、細胞源と
しては確立されていない。骨髄中の MSCｓの
一部も神経上皮に由来する体幹部の神経堤
細胞にあることが示されているが、主要な供
給源は別にあることが示唆されている。一方、
歯牙の間葉系細胞は、マウスにおいてその約
60%が神経堤由来であることが示されており
(Yamazaki H, et al. 2007)、骨髄 MSCs と比較し
て、神経堤細胞への初期化や、分化の系譜上
の近縁に当たる中枢神経系への分化には有
利である可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、lineage reprogramming の

発想により、ヒトの歯牙間葉系細胞から神経
堤細胞への初期化を行うことにある。具体的
には、様々な幹細胞選択的条件を神経堤細胞

の維持に用いる培養法に応用することで、初
期化を試み、得られた細胞の可塑性をパーキ
ンソン病モデルにて評価を行う。神経堤細胞
への発生を遡る形での初期化は、その系譜に
属する細胞への分化制御が容易な安全性の
高い多能性幹細胞の獲得に繋がると考えら
れる。そして、歯牙組織からそれが達成され
れば、顎骨や唾液腺などの口腔組織はもとよ
り、分化系譜の近縁に当たる中枢神経系組織
などに対して、早期に実現可能な再生医療を
構築できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
本研究では、下記の 3つの順に実験を行な

うことを計画した。 
① 浮遊培養に低酸素刺激による幹細胞選択

的条件を応用することで、歯牙の間葉系
細胞から神経堤への初期化条件を検討す
る。われわれは、歯髄の間葉系幹細胞を
重度低酸素下にて培養すると、胚性幹細
胞の維持に関わる初期化因子の発現が誘
導されることを既に確認している
（Agata H, et al. 2008）。 

② MSCs や ESCs で示されている誘導条件
を用い、得られた細胞から DA 細胞への
分化誘導を試みる。 その際、その誘導効
率を MSCs や ESCs と比較する。  

③ 初期化された細胞や誘導された DA 細胞
をパーキンソンモデルに移植し、その組
織補完能力を評価する。 

 
1) 歯牙の間葉系細胞の初期化の誘導、もし

くは抽出・濃縮； 
ヒト歯根膜組織からコラゲナーゼとセル

ストレーナーを用いて細胞を単離した後、接
着培養にて増殖させた細胞群を、10ng/ml 
hbFGF と 20ng/ml hEGF を添加した無血清培
地に移し、1 週間程度培養を続けることで、
浮遊細胞塊を得た。 
 次に、その浮遊細胞塊を低酸素（O2<3%）、
もしくは重度低酸素（O2<0.1%）の 2 種類の
低酸素刺激環境下に数時間晒すことで、歯根
膜細胞の初期化や多能性幹細胞の抽出・濃縮
を試みた。低酸素刺激に晒された細胞群は、
その特性を未分化性の維持に関わる因子
（oct4 など）や神経堤細胞（p75ntr など）、神
経細胞（β3tublin や TH など）のマーカーなど
の遺伝子や蛋白の発現について解析を行な
った。また、低酸素刺激を与えた細胞群につ
いて、骨や軟骨、脂肪、腱への分化誘導を行
ない、その可塑性を評価すると共に、神経細
胞への分化誘導も行なった。 
 
2) DA 細胞への分化誘導； 
 Suonらにより示されているMSCsの分化誘
導条件(Suon S, et al. 2004)を用いて、低酸素刺
激を与えた細胞から DA 細胞への分化を図っ
た。条件は、PORN/Ln-coated culture slide を用
いて、200nM TPA や 250μM TBMX、50μM 
ForskolinなどによるDA differentiation cocktail



を含んだ無血清培地にて 7 日間培養を行なっ
た。その後、得られた細胞は、神経細胞マー
カーである β3tublin 陽性細胞中に占める 
tyrosine-Hydroxylase (TH)陽性細胞（DA 細胞
マーカー）の割合を計測した。  
 
3) パーキンソンモデルへの移植； 
パーキンソン病モデルは、アスコルビン酸

添加生理食塩水に溶かした 6-OHDA を F344 
immunocompromised ラット の脳の線条体へ
投与することで作出することにした。投与 1
週間後に低酸素刺激を与えた後に単離した
細胞群、および DA へ分化誘導した細胞を脳
の線条体へ移植する。その後、移植後 12 週
にて脳の凍結切片を作成し、TH や β3tublin、
Dopa Decarboxylase、Nurr1、Nestin、GFAP な
ど組織特異的な抗体による免疫組織学的評
価を行なう。さらに、移植した細胞の生体内
での挙動を解析するために、免疫染色とヒト
性染色体特異的プローブを用いた FISH の 2
重染色を施し、観察を行なうこととした。 
 
４．研究成果 
1) 歯牙間葉系細胞に対する浮遊培養下での

低酸素刺激による初期化の誘導、もしく
は未分化細胞の抽出・濃縮； 

ヒト抜去歯から歯根膜組織を採取後、3～4
継 代 培 養 し た 歯 根 膜 細 胞 (Periodontal 
Ligament Cells; PDLCs)を無血清の浮遊培養下
に 1 週間程度置き、形成された浮遊細胞
(Floating-PDLCs; F-PDLCs)の特性を解析した
ところ、nestin や sox2、sox10、bmi1 などの
神経堤細胞や幹細胞関連因子の上昇を確認
した。これにより、通常の接着培養を行なっ
た細胞群より浮遊培養した細胞群の方が、未
分化性の高い細胞が抽出できていると考え
られた。 
次に、F-PDLCs に低酸素（O2<3%）、もし

くは重度低酸素（O2<0.1%）の 2 種類の低酸
素刺激を与え、それによる細胞の未分化性の
獲得、もしくは未分化細胞の抽出を試みるこ
とにした。われわれは、歯髄細胞の平面培養
において、12～24 時間程度の重度低酸素刺激、
一過性の未分化マーカーの発現上昇を誘導
することを明らかにしている(Agata H, et al. 
2008)。そのため、短期間の重度低酸素刺激が、
細胞の初期化の誘導や未分化細胞の抽出に
より大きな影響を与える可能性があると考
えた。その結果、6 時間の重度低酸素、およ
び 24 時間の低酸素環境に晒された PDLCs で
は、oct4 や sox2、p75ntr などの幹細胞関連因
子の発現上昇を認めた。しかしながら、重度
低酸素では、6 時間を超える刺激では細胞死
に至る細胞が多数認められるようになり、24
時間の刺激では、上記の幹細胞関連因子の発
現は低下傾向にあった。一方、F-PDLCs では、
48 時間までの刺激において特性変化を解析
したところ、24 時間低酸素環境に晒した
F-PDLCs では、上記の幹細胞関連因子の発現
がさらに上昇しており、浮遊培養に低酸素刺

激を組み合わせた条件の有用性が示唆され
た。しかしながら、重度低酸素刺激では、6
時間以上では細胞死に至る細胞塊を多く認
め、6 時間の時点における幹細胞関連因子の
発現に有意な変動は認めなかった。尚、歯根
膜細胞に恒常発現している scleraxis や msx2
の発現は、浮遊培養や低酸素刺激による大き
な変動は観察されず、PDLCs や F-PDLCs に
一定の分化傾向が依然として内在したまま
であることも示唆された。 
 次に、浮遊培養や低酸素刺激を与えた
PDLCs の可塑性を評価するため、骨や軟骨、
脂肪、腱への分化誘導を in vitro において試み
た。その結果、低酸素刺激に晒された後、再
酸素化して各成熟細胞への誘導を行なった
場合、24 時間の低酸素刺激後の PDLCs が最
もこれらの成熟細胞への誘導性に優れてい
ることが分かった。特に、骨分化誘導におい
て、この傾向が顕著であった。 
 
2) 神経系細胞への誘導； 
上記の可塑性の評価と同様に、浮遊培養や

低酸素刺激を与えた PDLCs の神経細胞への
誘導を行なった。誘導は、マトリゲルをコー
トした培養皿において行なったが、これに関
しては、24 時間の低酸素培養を行なった
F-PDLCs において、nestin や β3tublin などの
神経細胞マーカーの発現が、他の条件下に晒
された PDLCs と比較して増加していること
が分かった。浮遊培養が神経系の細胞への誘
導に有利であることが示唆された。 
次に、DA 細胞への誘導を試みた。過去に

報告されている骨髄 MSCs からの誘導条件で
ある DA differentiation cocktail を使用した無
血清培地にて誘導を行なったところ、神経細
胞マーカー陽性細胞中に占める TH 陽性細胞
率は、F-PDLCs が PDLCs と比較して有意に
高かったものの、低酸素刺激の有無や酸素濃
度（O2<3% or O2<0.1%）、時間などの条件に
よる顕著な差は認められなかった。そこで、
F-PDLCs の DA 細胞への分化能や生着率など
を in vivo において評価を行なうこととした。 
 
3) パーキンソンモデルへの移植 
ラット脳腺条体に 6-OHDA を投与したモ

デルに、投与後 1 週間で F-PDLCs を移植する
実験を計画した。現在、試料の一部を回収し、
移植した F-PDLCs の生着や分化の状態を組
織学に評価を行なっているところである。今
後、移植条件の適正化を行ないつつ、F-PDLCs
移植の効果についても検討を行なっていく
予定としている。 
 
以上のことから、PDLCs を低酸素環境下で

の浮遊培養に置くことで、高い可塑性を発揮
しうる未分化細胞の誘導、もしくは抽出が可
能であることが明らかになった。ただし、DA
細胞を含めた神経分化については、短時間の
低酸素刺激の有無に関わらず浮遊培養を経
た PDLCs が有利であることが示唆された。一



方で、これらの細胞では、scleraxis の発現な
ど歯根膜を構成する細胞としての表現型も
依然として一部維持されていることから、未
分化性の誘導が十分でないことも示唆され
る。ここまでの結果ついては、浮遊培養と低
酸素刺激を与えた PDLCs の可塑性獲得の状
態について論文を作成し、現在投稿中である。 
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