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研究成果の概要（和文）：乳歯幹細胞にエリスロポイエチン（EPO）受容体が発現していた。EPO(1, 10 , 100 ng/ml)
で刺激後30分程でStat5のリン酸化の上昇が確認された。EPOで３日間刺激したSHEDとハイドロキシアパタイト／リン酸
三カルシウム結晶とを混合し、免疫不全マウスの皮下に移植した。移植８週後、EPO刺激群での骨髄ニッチ形成の増加
所見が認められた。SHED移植体より細胞を回収し、免疫蛍光染色法およびフローサイトメトリー法で造血系細胞のマー
カーの発現を検索し、再生骨髄での造血系幹細胞を確認した。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO) Receptor was expressed on stem cells from human exfoliated de
ciduous teeth (SHED). EPO-stimutated SHED unregulated Stat5 phospholiration. EPO-stimulated SHED were capa
ble of increasing the formation of hematopietic niches compared to non-stimulated SHED when SHED were subc
utanously transplanted with hydroxyapatite carriers into immunocompromised mice. In the increase hematopoi
etic niche, hematopoietic cells were found by immunofluorescent and flow cytometric analyses. Taken togeth
er, these data suggested  that EPO is able to induce the capacity of hematopoiesis through SHED.
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１．研究開始当初の背景	


造血幹細胞移植（骨髄細胞移植や臍帯血細

胞移植）による骨髄組織の再構築を基盤とし
た再生医療は、現在では白血病や自己免疫疾
患などの治療に幅広く応用され、必要不可欠
な治療法として確立している。その一方、非
HLAマッチングなどによる慢性的な骨髄ドナ
ーの不足、治療課程での放射線暴露による身
体の障害、移植細胞の生着率の不確実さ、永
続的な免疫抑制剤の使用による副作用など治
療上の問題が多いのも事実である。従って、
より良い骨髄組織再生療法の開発が求められ
ている。	


ヒト骨髄間葉系幹細胞(Human Bone Marrow 

Mesenchymal Stem Cells; hBMMSCs)は、骨芽
細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、神経細胞、肝細
胞、インスリン産生細胞、血管内皮細胞など
様々な細胞への分化能力を示す。一方、ハイ
ドロキシアパタイトなどのキャリアーととも
に成体内に移植すると、骨組織の再生と同時
に骨髄組織の形成が誘導されることが知られ
ている。近年、赤血球分化促進ホルモンであ
るエリスロポイエチンの受容体 (Erythropietin 

Receptor; EPO-R)がhBMMSCsに発現している
事、E P Oで刺激した場合、細胞内シグナル
Stat5のリン酸化が誘導される事が示された。
またエリスロポイエチン（Erythropietin; EPO)

で刺激したhBMMSCsとハイドロキシアパタ
イトとの混合物を免疫不全マウスに皮下移植
すると、骨再生量に変化が認められなかった
が、EPO刺激群で非常に多くの骨髄組織の形
成が観察された。従って、EPOはhBMMSCs

骨髄ニッチ形成能力を高め、hBMMSCsを介
した造血作用を誘導する事が示唆され、EPO

とhBMMSCsとの強調作用による骨髄再生の
可能性が推測される。	


ヒト乳歯幹細胞(Stem cells from Human 

Exholiated Desiduous Teeth; SHED)が発見され
た当初、骨芽細胞、脂肪細胞、神経細胞への
分化が報告され、その後、肝細胞、インスリ
ン産生細胞、血管内皮細胞など様々な細胞へ
の分化能力を備えている事が示めされてき
た。SHEDをハイドロキシアパタイトなどの
キャリアーとともに成体内に移植すると、象
牙質/歯髄複合体の再生とともに、骨/骨髄ユ

ニットの形成が誘導されることが知られてい
る。しかしながらこの再生した骨 /骨髄ユニ
ットはhBMMSCsにより再生された骨/骨髄ユ
ニットと比較すると、非常に脆弱で矮小な組
織構築を為している。しかしながら、骨髄を
再生誘導する能力は微力ながら備えているた
めに、SHEDは、骨髄再生医療の 一役を担う
細胞ソースの重要な候補細胞であると考えら
れる。	

!
２．研究の目的	


正常状態において、SHEDが骨髄組織を再

生誘導する骨髄ニッチ形成能力を潜在的に具
備しているが、その能力はhBMMSCsと\比較
すると非常に脆弱なものである。従って
S H E Dを骨髄再生の細胞ソースとして使用す
る為には骨髄ニッチ形成能を飛躍的に向上さ
せる必要がある。	



EPOがhBMMSCsの骨髄ニッチ形成能を促
進することに着目し、SHEDにおける骨髄再
生力に及ぼすEPOの影響を解析する事を目的
とした。以下を解析目標とした。	


①SHEDにおけるEPO-Rの発現解析とその下
流シグナルの検討	



②EPO刺激SHED細胞を用いた免疫不全マウ
スにおける皮下移植実験における骨髄組織
再生誘導能力の検討	



③再生骨髄組織の造血力の検討	


④再生骨髄組織由来細胞の造血能力の検討	


　 以上の内容を解析することで、SHEDが骨
髄再生医療の細胞ソースの候補者となりう
るか検討する。	

!

３．研究の方法	


①SHEDの単離と培養	


九州大学病院小児歯科で乳歯を採取した。

乳歯に残存する歯髄組織を取出し、ディスパ
ーゼ／コラゲナーゼ混合酵素溶液で組織分解
を行った。酵素処理溶液中の細胞を回収し、
T−75フラスコに播種した。播種後3時間で培
養フラスコをPBS洗浄し、浮遊細胞を除去し
た。培地培養を継続し、付着性細胞コロニー
を形成させた。継代培養を行い研究に必要な
細胞数を得た。単離SHEDを間葉系幹細胞と
同定する為に、⑴コロニー形成能、⑵表面マ



ーカー(STRO-1, CD146, CD73, CD105, CD34, 

CD45, CD14)のフローサイトメトリーによる
解析、⑶多分化能（骨芽細胞、軟骨細胞、脂
肪細胞への分化）の組織学的、RT-PCR法、
Western Blotting法による解析を行った。	


②SHEDにおけるEPO-Rの発現と機能の解析	



SHEDにおけるEPO-R発現をフローサイト
メトリー、免疫組織化学、 Western Blotting

法、RT-PCR法にて分析した。	


さらに、EPOを無血清培地に添加し、経時

的に細胞を回収した。その後Western Blotting

法にてEPO-R下流シグナルの候補シグナル分
子（ S t a t 5ならびにそのリン酸化分子）を
Western Blotting法にて分析した。また、EPO-

R siRNAを作用させ、候補シグナル分子の動
態も解析した。	


③EPO刺激SHEDによる骨/骨髄ユニット形成
能と骨髄機能の解析	



EPOで刺激したSHEDをハイドロキシアパ
タイト粉末と混和し、免疫不全マウスの皮下
に移植した。移植後８週目に移植体を回収
し、骨 /骨髄ユニットの形成を組織学的に評
価した。SHEDの位置はEPO-RまたはSta t5 

siRNAで処理した細胞を使用した。また、一
部の移植体から細胞を回収し、骨髄系細胞マ
ーカーの解析をフローサイトメトリーにて行
った。	



eGFPマウスの 骨髄細胞をSHED移植マウス
に静脈内投与した。投与後4週目に移植体を
回収し、別の免疫不全マウスに二次移植し
た。二次移植4週後、移植体ならびに末梢血
を回収し、免疫組織化ならびにフローサイト
メトリーにてeGFPの局在を評価した。	

!
４．研究成果	


①SHED特性の解析	


単離したSHEDは、付着性細胞コロニーを

形成していた。フローサイトメトリーによ
り、 STRO-1, CD146, CD73, CD105に陽性反
応を示し、CD34, CD45, CD14には陰性反応を
示した。 骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞へ
の分化誘導を行った所、組織学的解析により
それぞれAlizarin Red陽性基質、アルシアンブ

ルー陽性基質、Oil Red陽性細胞内貯留物が確
認された。またRT-PCR法ならびにWestern 

Blotting法により骨芽細胞特異的分子(Runx2, 

alkaline phsphatase, osteocalcin)、軟骨細胞特異
的分子(Sox2, type II collagen)、脂肪細胞特異
的分子( l ipoproein l ipase, peroxisome 

proliferators-activated receptor γ)の発現もそれ
ぞれの分化系で確認された。以上の結果か
ら、単離した細胞は間葉系幹細胞の特性を有
している事が示された。	


②SHEDにおけるEPO-Rの発現と機能の解析	


フローサイトメトリー、免疫組織化学、 

Western Blotting法、RT-PCR法にて、SHEDに
おけるEPO-R発現を確認した。また、EPO刺
激後30分でEPO-R下流シグナルStat5のリン酸
化をWestern Blotting法にて認めた。このリン
酸化は、EPO-R siRNAによるEPO-Rノックダ
ウンにより減弱した。	


③EPO刺激SHEDによる骨/骨髄ユニット形成
能と骨髄機能の解析	


ヘマトキシリン＆エオジン染色による組織

学的解析により、EPO刺激SHEDの移植体で
は、骨髄組織の再生が増加していた。EPO-R

またはStat5 siRNAで処理したSHEDの移植体
では骨髄組織形成の増加は認められなかっ
た。また移植体から回収した細胞をフローサ
イトメトリーにて解析した所、骨髄系細胞マ
ーカー（CD45, CCD34, CD4, CD11b, Gr-1, 

TER-119）陽性細胞の存在が確認された。フ
ローサイトメトリーにより、eGFPマウス骨髄
細胞投与したSHED移植体を二次移植したマ
ウスの末梢血中にe G F P陽性細胞が認められ
た。また二次移植体内部にもe G F P陽性細胞
の局在が免疫組織学的に確認できた。	


以上の研究成果から、S H E Dに発現する

EPO-R/Stat5を介したEPOの刺激によりSHED
が潜在性に有する骨髄ニッチ形成能を活性化
でき、その再生した組織は十分に骨髄（造
血）機能を備えた組織であると示された。
EPOを応用する事によりSHEDも骨髄生成医
療の優れた細胞ソースとなる事が示唆され
た。	
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