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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト乳歯幹細胞（SHED）はMSCと HSCの両方の性質をもち HLAの発現が低いことが判
明。SHEDに種々のサイトカインを作用させ肝細胞への分化に成功。この細胞は四塩化炭素肝
硬変マウスやウイルソン病ラットの治療に有効性がみられた。さらに球状の構造体 sphere と
して培養することに成功した。 
 一方、sphereを用いて 3Dバイオプリンターにてチューブ状の構造体を作成し、小さな肝臓
モデルを作成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 SHED was shown to have the character of MSC as well as HSC.  SHED low expression 
of HLA.  SHED was successfully induced to the hepatocyte-like cell in medium.  These 
hepatocyte-like cells were settled to the damaged liver tissue in CCl4 induced liver 
chirrhosis as well as Wilson disease. These cells could compose the sphere structure. 
 On the other hand, 3D liver structure was built using 3D bioprinter. 
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１．研究開始当初の背景 
 先天性代謝異常症のうち欠損酵素蛋白が
主に肝臓で産生されるα1-antitrypsin欠損
症、Wilson病、糖原病（肝型）、チロジン血
症、シトルリン血症、尿素サイクル欠損症な
どでは肝臓移植により治癒させることが可
能になってきた。しかし肝臓移植も、ドナー
不足、手術侵襲による合併症、術後の長期に
わたる免疫抑制療法など多くの解決すべき
問題がある。一方、先天性血液凝固異常症は
肝臓で産生される凝固因子が欠乏する疾患
で、このうち X連鎖劣性遺伝病である血友病
が最も多く、血友病 A（先天性第Ⅷ因子欠乏
症）のわが国の頻度は男子出生 10万人あた

り 12人、血友病 B（先天性第Ⅸ因子欠乏症）
はその 1/5程度である。現在、いずれも濃縮
凝固因子製剤の定期補充療法が標準的治療
となっている。しかしこの頻回注射は乳児期
から生涯必要であることや、予期しない感染
症や同種中和抗体（インヒビター）などが問題
点である。これらの凝固因子は肝臓で産生さ
れ 5-20%の活性が維持できれば、重篤な出血
の予防には十分である。 
 従って、先天性代謝異常症や凝固異常症は
小さなボリュームの肝組織が蛋白補充目的に移
植され、それが長期に機能すれば根治が期待
できる。 
 乳歯は従来は「捨てる」ものであるが、その
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歯髄由来幹細胞は、免疫寛容性があり同種あ
るいは異種の移植も可能であることがマウス
で確認されているため、歯髄幹細胞から同種
の肝組織移植はこれらの疾患の治療に応用
できる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 既に単離・培養を行なっている乳歯歯髄か
ら採取した間葉系幹細胞を肝細胞に分化させ
る方法を明らかにし、その肝細胞から立体構
築をもった立体的肝細胞構造体をつくりあ
げる。すでに我々はさまざまな形態の構造体を
作る技術を有しているため、肝臓としての適
切な形態を構築し、これを個体に移入し長期
に維持させる方法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)SHED から肝細胞への分化誘導 
 SHED を直接肝細胞へ分化させ、肝シートを
作成し、先天性代謝疾患・先天性血液凝固異
常症に不可欠な蛋白群の合成ならびに分泌
を in vitro で確認する。 
 九州大学病院小児歯科外来で患児ならび
にその保護者の同意のもと採取された乳歯
を細胞ソースとしてもちいる。既に確立され
ている手法にて乳歯歯髄より SHED を単離・
培養する。具体的には、残存歯髄を酵素処理
することで細胞を分離し、付着性コロニーを
形成させる事で SHED を単離する。肝細胞増
殖因子（hepatocyte growth factor, HGF）、
oncostatin Mなどを含む肝細胞分化無血清培
地で SHED の肝細胞への分化誘導を促し、形
態学的（Periodic acid‒Schiff (PAS)染色、
抗α-fetoprotein (AFP)抗体、抗アルブミン
抗体を用いた免疫蛍光染色）および生化学的
／分子生物学的（RT-PCR法、Western blotting
法、ELISA 法による AFP、アルブミン、第 VIII
因子 (FVIII)、尿素、アルブミンの遺伝子お
よびタンパク発現の解析）アプローチにて肝
細胞への分化を同定する。 
(2)SHED の免疫寛容に関する研究 
 SHEDの表面マーカー特にHLAの発現につい
て flow cytometry にてチェックする。 
(3)立体的肝細胞構造体のサイズ、デザインの検
討 
 細胞構造体内部には血管が存在しないた
め、in vitro での構造体内部に培養液が浸透
できるような立体的デザインが必須と思わ
れる。そのため、チューブ状に構造体を作成
し、細胞内部の生存率及びアンモニアやアル
ブミンの代謝などを指標に in vitro での最
適な構造体のデザインを比較検討する。特に
最近、肝細胞は線維芽細胞などと共培養する
と代謝能が向上することが報告されており、
本研究でも様々な配置パターンをもった構造体
の比較検討を行い、少ない容積でも十分な代
謝能をもつ肝細胞構造体の形成を試みる。さ

らに、移植後の構造体内部への血管新生促進
を期待して内皮細胞の配置も検討する。 
(4) 移植適応疾患モデルでの検討 
 SHED から誘導した肝細胞に対するマウス
に生着させ in vivo での機能解析を行う。さ
らに、先天性代謝異常および凝固異常症のモ
デル動物を選定し、疾患治療に対する検討に
展開する。九州大学病院ならびに関連病院で
担当している患児のなかから本治療の適応
疾患をピックアップし、疾患の重症度による
適応基準などについても検討する。 
 
４．研究成果 
(1) SHED から肝細胞への分化誘導 
 ヒト乳歯歯髄を酵素処理することで細胞
を分離し、付着性コロニーを形成させる事で
MSC の一種である SHED を単離した。さらに
SHED に肝細胞増殖因子（hepatocyte growth 
factor, HGF）、oncostatin M などを含む肝細
胞分化無血清培地で SHED の肝細胞への分化
誘導を促し、Step1 から Step4 の肝細胞-like 
cell への分化に成功した(図 1)。その細胞は
培養液および免疫組織染色にて人アルブミ
ンやⅧ因子が検出できた(図 2)。さらにこの
肝細胞-like cellをペレットの底で培養しあ
る程度の大きさを持つ球状の構造体 sphere
として培養することに成功した(図 3)。組織
学的にも肝細胞に特有のコード状の配列が
みられている。 
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2) SHED の免疫寛容に関する研究 
 SHEDの表面マーカーをfluocytometryにて
チェックしたところ HLAの発現が低いことが
判明した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 立体的肝細胞構造体のサイズ、デザインの
検討 
 培養肝細胞から球状の構造体 sphere を作
成、その状態でどれくらい生存が維持できる
かを検討し、in vitro での構造体内部に培養
液が浸透できるような立体的デザインであ
るチューブ状の構造体を作成し(図 5)、内側
の細胞の生存率及びアンモニアやアルブミ
ンの代謝などを指標に評価した(図 6)。また
sphere 内部へ培養液が浸透しやすいように
血管新生を促す目的で肝細胞に加えて内皮
細胞を共培養し、血管付グラフトのモデルを
作成した(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 移植適応疾患モデルでの検討 
 四塩化炭素肝硬変マウスの脾臓に注射す
ると肝臓内の組織傷害部位に生着している
ことが確認できた。四塩化炭素肝硬変マウス
に SHED から分化した肝細胞-like cell を脾
内投与すると、傷害された肝細胞部に SHED
が生着しているのが確定された。さらに、ウ
イルソン病モデルラットに SHED から分化し
た肝細胞-like cell を脾内投与すると、
Wilson 病が発症しなかった。つまり先天性代
謝疾患の治療に使える可能性が大である。 
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