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研究成果の概要（和文）：我々は，組織幹細胞の未分化維持に関わる因子の探索を目的にスクリ

ーニングを行い，TNF-αが未分化維持に変わっていることを明らかとしてきた．実際，ヒト由

来歯髄細胞を TNF-α刺激することで，未分化幹細胞マーカーである CD146 や SSEA4 の発現

レベルが上昇することを明らかとしてきた．さらに，いくつかの microRNA が未分化維持に関

わっていることを突き詰めた． 
 
研究成果の概要（英文）：We performed a screening for factors involved in the regulation of 
maintenance of stemness in dental pulp cells (DPCs). As a result, we found that TNF-α was 
involved in maintenance of stemness, and increased the number of cells positive for stem 
cell surface markers CD146 and SSEA4. Moreover, we also identified some microRNAs that 
regulate stemness, proliferation and differentiation of DPCs. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000 

 
 
研究分野：補綴一般  
科研費の分科・細目：歯学・補綴系歯学 
キーワード：リプログラミング，歯髄細胞 
 
１．研究開始当初の背景 

多能性を有した組織幹細胞は様々な組織に

存在し，組織の維持や損傷の修復に寄与し

ていること，すなわち組織の恒常性を担っ

ていることが報告されている．現在，これ

らの組織幹細胞を利用した再生医療が試み

られているが，細胞分離効率が低いことに

加え，年齢と共に生体内での幹細胞数が減

少することから，疾患によっては患者自身

の組織幹細胞を分離し，利用することが困

難なことも多い． 

 このような中，京都大学の山中らは線維

芽細胞に Oct3/4，Klf4，Sox2，cMyc という

４つの遺伝子を導入することで，induced 

pluripotent stem cells（iPS 細胞）が得

られることを報告した（Nature, 448: 
260-262, 2007）．この iPS細胞作製技術は，

分化した細胞を再び多能性幹細胞に戻すリ

プログラミング方法であり，革新的な医療

を可能とする技術として注目されている．

しかしながら，iPS 細胞を臨床応用するに

は，煩雑性，ガン化の危険性などまだまだ

乗り越えなければいけないハードルは未だ

数多く残されている． 
 
２．研究の目的 
 我々は，これらの問題を解決する手段とし



て，iPS 細胞のように完全に細胞を初期化す
るのではなく，組織中に多く存在する組織前
駆細胞を対象として，その細胞の特性を持た
せたまま，より未分化な組織幹細胞へとリプ
ログラミングするアイデアへとたどり着い
た．本技術が開発されれば，iPS 細胞が抱え
ている倫理問題や安全性の問題，幹細胞医療
が抱えている患者からの細胞の分離とその
純度の問題を一掃できる．本研究では，脊椎
神経再生や歯髄再生に有効であることが報
告されている歯髄由来幹細胞を，歯髄細胞を
リプログラミングすることで効率よく手に
入れることができないかと考えた． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞の分離 

 岡山大学倫理員会承認のもと，第三大臼歯

抜去歯に付着した歯根膜組織をピンセット

にて回収した．その組織を細片化後，ディス

パーゼ/コラゲナーゼにて 37℃で 1 時間酵素

処理を行い，単一細胞を得た．そして，コロ

ニー形成能を指標に幹細胞候補細胞の分離

を行なった． 
 

(2) リプログラミング候補因子のスクリー

ニング 

 近年，細胞膜表面抗原である STRO-1 や

SSEA4 が間葉系幹細胞マーカーの一つとし

て知られるようになった．そこで，我々はこ

れらをマーカーに一次スクリーニングを行

なった． 

 具体的な方法としては，歯髄細胞を播種

し，FDA 認可薬剤や様々な成長因子を投与し

た．刺激 48 時間後に細胞を固定し，STRO-1

および SSEA4 の抗体を用い，免疫組織化学

染色を行い，Thermo 社製細胞イメージアナ

ライザーを用い評価した． 

 

(3) 同定因子の再評価 

 実験(2)で同定された因子に関し，歯根膜

前駆細胞に作用させ以下の項目に関し評価

した． 

①未分化間葉系幹細胞マーカーである OCT4
と NANOG の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR

法にて評価した． 

②フローサイトメーターを用い，SSEA4，

CD146 の発現量を評価した． 

 

 

(4) リ プ ロ グ ラ ミ ン グ に 関 与 す る

non-cording RNAの探索 

①幹細胞はHoechst33342のような蛍光化学物

質を細胞外へ排出する性質を持っている．

そのため，UVレーザーを照射しフローサイ

トメーターを用いて解析を行うと，母集団

(main population: MP)と異なる部位（side 

population: SP）に幹細胞が分布する事が

知られている．そこでこの手法を応用し，

cell Sorterにてヘテロな集団である歯髄細

胞から幹細胞（SP細胞）の分離を行なった． 

②分離した SP 細胞を評価するため，未分化

間葉系幹細胞マーカーであるOCT4とNANOG
の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR 法にて評

価した． 

③分離したSP細胞の機能を，Colony Forming 

Unit-Fibroblast (CFU-F)アッセイにて評

価した． 

④幹細胞維持に関わる microRNA の同定を目

的に，MP 細胞および SP 細胞から mRNA を回

収し，microRNA array を用い，網羅的に解

析した． 

 

４．研究成果 

(1) 細胞の分離 
歯髄組織からコロニー形成能を有した細胞

を分離することができた．分離した細胞は紡

錘形を呈していた． 
 

(2) リプログラミング候補因子のスクリーニ

ング 

 リプログラミング候補因子のスクリーニ

ングを行った結果，炎症性サイトカインの一

つである TNF-α刺激群において間葉系幹細胞

マーカーの一つである STRO-1 や SSEA4 陽性

細胞が増加することを免疫組織化学染色に

て確認した． 

 

(3) 同定因子の再評価 

 TNF-αを歯髄細胞に作用させ，以下の項目

に関し評価した． 



①未分化間葉系幹細胞マーカーである OCT4
と NANOG の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR

法にて評価した結果，TNF-α刺激により

OCT4 の遺伝子発現量は約 1.6 倍，NANOG
の遺伝子発現量は約 2 倍に上昇した(図 1)． 

②フローサイトメーターを用いて SSEA4 お

よび CD146 の発現量を評価した結果，SSEA4

の発現量は 25%から 50%に，CD146 の発現量

は 66.7%から 79%に上昇した(図 2)． 

 以上の結果から，炎症性サイトカインの

ひとつである TNF-αは，幹細胞の幹細胞性

維持または細胞のリプログラミングに関与

している可能性が示唆される．今後，TNF-α
の歯髄細胞への作用メカニズムを詳細に検

討する予定である．また，TNF-αの本作用

は歯髄細胞特異的な作用であるかを検討す

る予定である． 
 
(4)リプログラミングに関与する non-cording 

RNA の探索 
①歯髄細胞内に存在する未分化幹細胞の分離

を目的に，Hoechst33342にて染色を行い，cell 
Sorter にてMP細胞およびSP細胞を分離す

ることができた． 

②分離した SP 細胞の OCT4 および NANOG
の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR 法にて評

価した．その結果，MP 細胞と比べ OCT4 の

遺伝子発現量は約 1.5 倍，NANOG の遺伝子

発現量は約 1.2 倍上昇した(図 3)． 

③分離した SP 細胞の機能を， CFU-F アッセ

イにて評価した．その結果，MP 細胞と比

べ有意にコロニー形成能は高かった(図 4)． 

④MP 細胞および SP 細胞から mRNA を回収

し，microRNA array を用い，網羅的に解析

した．その結果，SP 細胞と比較し MP 細胞

において 10 倍以上の発現量を認めた

microRNA が 13，MP 細胞と比較し SP 細胞

において 1.4 倍以上の発現量を認めた

microRNA が 9 つ同定された． 

 現在，同定した microRNA に対し in-silico
解析を行っている．今後，遺伝子強制発現，

発 現 抑 制 モ デ ル を 用 い ， 同 定 し た

microRNA の機能解析を行う予定である． 
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