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研究成果の概要（和文）：失明に至る重篤な網膜疾患に対し、歯髄由来体性幹細胞移植による新たな網膜神経保護もし
くは再生治療の可能性を模索した。まず歯髄由来細胞をラット眼に眼内注射するだけで一部の細胞が網膜内に接着し、
神経突起が形成されることを確認した。さらに細胞操作方法の検討を行い、（１）浮遊培養にて神経及び幹細胞関連分
子の遺伝子発現が活性化すること、（２）CD105をポジティブマーカーとしたセレクションで細胞塊形成能を有する細
胞群を濃縮できること、（３）浮遊培養を低酸素で行うことにより、軸索再生関連分子の発現が活性化すること等を確
認した。

研究成果の概要（英文）：The transplantation of dental pulp-derived cells to the eye was explored for the 
possibility of the novel neuroprotection and regenerative treatments to the critical retinal diseases 
that results in vision loss. Firstly, the isolated dental pulp-derived cells were directly injected into 
normal rat vitreous, and it was confirmed that some of the injected cells adhered to the retina and 
formed the neuronal process. Furthermore, several cell manipulation methods were examined to enrich stem 
cell population and up-regulate neuron-related molecular expression. Specifically, (1) gene expression of 
nerve and stem cell related molecule were activates by sphere-forming floating culture, (2) 
sphere-forming cells can be enriched by cell sorting of CD105-positive dental pulp-derived cells, (3) the 
expression of an axonal regeneration related molecule was promoted by applying hypoxic culture to the 
sphere-forming culture.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 我が国の成人中途失明の約 60％を占める
上位４疾患（緑内障、糖尿病網膜症、網膜色
素変性症、加齢黄斑変性症）は網膜神経細胞
が不可逆的に障害され失明に至る眼疾患で
ある。一度障害された網膜組織の再生は極め
て困難で、視力回復は望めない。そのため、
神経保護治療による網膜神経細胞死の遅延
が唯一の治療法とされている。しかし人工多
能性幹（iPS）細胞の開発以来、視力低下に至
った患者に対する治療法として iPS 細胞由来
網膜色素上皮細胞シート等の再生医療への
取り組みが本格化している。 
 
 再生医療の分野では細胞ソースの選定が重
要な課題の一つであり、主に iPS 細胞等の多
能性幹細胞と組織由来の体性幹細胞が検討さ
れている。多能性幹細胞は無限増殖能と全能
性を有するが、分化制御が困難で造腫瘍性等
の課題があり現段階では臨床応用への敷居は
高い。その反面、体性幹細胞は表現系を維持
した増殖や分化転換に難はあるが、癌化の危
険性は低く、臨床応用への敷居は低い。既に
本邦では体性幹細胞による角膜や食道への上
皮系細胞シート移植や心臓への筋芽細胞シー
ト移植など様々な細胞移植治療が行われてい
る。しかしながら、失明に至る網膜疾患を対
象とした細胞移植治療が奏効したことが臨
床研究にて認められた例は未だにない。 
  
 本研究ではこれらの背景を踏まえ、体性幹
細胞による網膜疾患の根治的治療法の開発
を最終目標とし、特に低侵襲で採取しやすい
細胞ソースとして、神経再生能を有する歯髄
由来細胞に着目した研究を展開することを
計画した。歯髄幹細胞研究と歯髄幹細胞を用
いた顔面神経再生治療法の開発に取組んで
いる。すでに歯髄由来細胞が in vitro で神経細
胞に分化すること（Eu J Neurosci  2008）や、
顔面神経切断モデルにおいて神経欠損部の
断端をチューブで橋渡し、歯髄由来細胞でチ
ューブ内の神経欠損部を充填した場合良好
に神経が再生されることが確認されている。
緑内障等の難治症例に対する歯髄由来細胞
移植の検討は依然行なわれておらず、有効性
が認められれば失明患者に対する画期的治
療法の実現に繋がる可能性がある（図１）。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では網膜障害モデル動物に対して
歯髄由来細胞を移植し、網膜細胞への分化能
や神経保護効果を検証することを最終目的
とした。細胞移植実験を行うと共に歯髄由来
細胞の培養、移植方法等も同時に検討し、幹
細胞を効果的にセレクションする方法を検
証することを初期段階の目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 東北大学動物実験専門委員会の承認を得
て以下の実験を実施した。  
 
（１） 歯髄由来細胞の単離：８−１２週齢の

SD ラット（雄）を頸椎脱臼にて安楽死
し、抜歯後に歯髄を摘出し、コラゲナ
ーゼ及びDNAse処理を経て歯髄由来細
胞のシングルセルサスペンジョンを
調整した。 
 

（２） 歯髄由来細胞の培養：平面培養法と浮
遊培養法を検討した。平面培養には細
胞接着性の培養皿を使用し、浮遊培養
には細胞非接着性の超親水性高分子
コート培養皿を使用した。低酸素培養
には酸素濃度が１％になる様に設定
されたインキュベーターを使用した。 

 
（３） 細胞・組織解析：摘出した歯髄組織の

凍結切片に発現する幹細胞に関連す
る表面マーカーの発現と局在を免疫
染色法にて確認した。さらに FACS を
用いて幹細胞性を有する細胞群の濃
縮を試みた。 

 
（４） 動物に対する眼内細胞移植：正常ラッ

トもしくは NMDA をあらかじめ眼内注
射した網膜障害モデルに対して、細胞
懸濁液を眼内注射した。細胞の局在を
確認するため、歯髄由来細胞を DiI で
染色し、摘出後に蛍光顕微鏡で観察し

図 1.歯髄由来細胞移植による難治性網膜 
疾患に対する新しい根治的治療法 



た。さらに網膜中の網膜神経節細胞マ
ーカーの遺伝子発現を定量解析した。 

 
 
４．研究成果 
 
 本研究ではまず歯髄由来細胞の細胞懸濁
液を眼内移植し、その局在や神経保護効果を
確認した。まず歯髄由来細胞のシングルセル
サスペンジョンを作成した後 DiI 染色し、正
常ラット眼に眼内注射したところ、図 2の様
に網膜内に生着伸展するDiI陽性細胞が存在
することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2.単離した歯髄由来細胞をDiIで蛍光染
色し、ラット眼内に注射後、網膜を摘出し
て蛍光顕微鏡観察。網膜内に接着進展した
歯髄由来細胞を確認。 

 
 次に NMDA 障害モデルに対して、歯髄由来
細胞を眼内注射し、網膜保護効果を確認する
ことを試みた。初年度網膜神経節細胞マーカ
ーであるBrn3a,b,cの遺伝子発現量を定量解
析したところ、移植群で有意な発現上昇を認
めた。しかしながら次年度以降同様の実験で、
保護効果の再現性を確認することができな
かった。 
 
 一方で本研究実施中に歯髄由来細胞を平
面培養して増幅させた細胞を網膜神経節細
胞が障害される視神経挫滅モデルラット眼
に眼内注射し、細胞死抑制効果が得られるこ
とが他のグループから報告された（IOVS 
2013）。そこで培養法等の細胞操作の検討を
中心に研究展開することとした。特に網膜組
織が神経組織であることに着目し、主に浮遊
培養系で行うニューラルスフェアー法を活
用した培養系の検討を行った。 
 
 まず歯髄由来のセルサスペンジョンを浮
遊培養したところ、２日目以降に細胞塊の形
成を確認した（図３）。次に表面マーカーに
よる細胞塊形成能を有する細胞群の濃縮を
検討した。まず幹細胞に関連する主要な表面
マーカー(CD90、 CD29、 CD105、CD44、
CD61、 CD117)の歯髄組織での局在を免疫
染色法で確認した。間葉系幹細胞マーカーの
一つである CD105 が、歯髄幹細胞が存在す
ると考えられている Odontoblast layer に局
在することを確認した。次に FACSで CD105
陽性細胞を単離し、浮遊培養系で培養するこ
ととした。すると CD105 陰性細胞群を浮遊
培養した際には細胞塊が形成されなかった

のに対して、陽性細胞群では細胞塊が確認さ
れ、CD105 陽性分画に細胞塊形成能を有す
る細胞集団が存在することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.ニューラルスフェアー法により形成し
た歯髄由来細胞の細胞塊。 
 
 一方抗原抗体反応やFACSを使用せずに治
療効果のある細胞群をセレクションする手
法は細胞治療の臨床応用を考える際に有用
である。本研究では低酸素培養の効果に着目
した。酸素濃度１％で培養した際には常酸素
と比較して細胞塊の大きさの分布には変化
はないが、数が半減することが分かった。定
量的 PCR で遺伝子発現量を確認したところ
Phd3、Hif1、Vegfa 等の低酸素応答関連分子
の発現が上昇していることに加えて、軸索再
生等において重要な役割を果たすことが示
唆されている Sprr1a の発現量、さらには免
疫染色で Odontoblast layer に局在し、細胞
塊形成細胞マーカーとして有用性を確認し
た CD105 の発現量も上昇していることが明
らかになった。そこで免疫染色法にて
SPRR1A と CD105 のタンパク質発現量と局
在を確認した。すると、小さい細胞塊では細
胞塊の中付近、大きい細胞塊では細胞塊の周
辺部分に SPRR1a が局在し、低酸素培養によ
りその発現量が上昇していることが確認さ
れた。 
 
 ニューラルスフェアー法、細胞純化、低酸
素培養等により、性質の異なる細胞群を準備
できることが確認できた。培養操作を加えず
とも眼内注射で歯髄由来細胞が網膜内に生
着することが分かっており、これらの細胞操
作法を活用することで治療効果を引き出す
ことが期待される。 
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