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研究成果の概要（和文）：本研究は、子宮頸部扁平上皮癌(SKGⅡ)由来添加物であるembryotrophic factors(ETFs)を用
いてヒト歯髄細胞から肝細胞の分化誘導をおこない、肝細胞を分離することを目的とする。また、樹立した歯髄由来肝
細胞を、肝障害、肝硬変モデル動物に移植し肝機能を回復する新たな再生医療を創出する。
初年度は、申請時に用いていたETFsに不活性化が認められたため、ETFsの作製をおこない、分化誘導法を検討した。ま
た、樹立したヒト歯髄肝細胞を用いてSCIDマウスに移植し、移植後の細胞の局在を免疫染色を用いて検討した。

研究成果の概要（英文）：Embryotrophic factors (ETFs) derived from squamous cell carcinoma of the cervix (S
KG2) were used to induce a hepatocyte population from dental pulp and we isolated. Our aim is to develop n
ew regenerative medicines transplanting established hepatocytes into the damaged liver of animal models, s
uch as into animals with cirrhosis of the liver, and then verifying the recovery of liver function. 
We used ETFs for hepatocyte induction, but the ETFs are inactivated prior to use, consequently, during the
 first year of the research project, we made ETFs collecting from SKG2 conditioned medium by culture in a 
serum-free medium. In addition, we transplanted hepatocytes from human dental pulp into SCID mice and obse
rved the presence of hepatocytes after transplantation. Immunostaining of the transplanted hepatocytes sho
wed that they expressed a-fetoprotein and albumin, and contained human mitochondria. In addition, the hepa
tocytes did not become tumorous but did form clusters with the host cells.
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１．研究開始当初の背景 

歯髄細胞には幹細胞が存在し、細胞移植

による再生医療の細胞源として効果的な細

胞の分化誘導法の研究が進められている。

肝疾患に対する歯髄細胞を用いた再生の報

告もある(Ikeda E et al. Differentiation. 

2008; 76:495-505)。 

Ishikitiev らは、磁気ビーズにより

CD177陽性細胞（幹細胞）を分離し、HGF

などの誘導物質などを添加した培養液によ

り、肝細胞へと分化誘導したことを報告し

ている(Ishikitiev N et al. J Endod. 2010; 

36(3):469-74)。しかし、この方法では培養

下で誘導物質により刺激し続けなければ、

細胞の形態が上皮細胞から線維芽細胞へと

戻るため、肝細胞の特徴を維持できないと

推察される。 

別の報告で、子宮頸部扁平上皮癌細胞株

の培養上清より抽出した embryotorophic 

factor(ETF)を用いて、マウス ES細胞から

テラトーマ様組織を作製し、その中に肝臓

原基の誘導に Ishiwata らは成功したと報

告 し て い る (Ishiwata I et al. Hum 

Cell.2001; 14(4):283-291)。 

このような背景から、ETFには、歯髄細

胞を肝細胞へと分化させる物質が存在する

と考え、本研究を立案した。 

近年、マウス胎仔線維芽細胞に肝臓特異

的遺伝子を形質導入することで肝細胞に転

換させ、肝硬変モデルマウスに移植し肝機

能と構造を再生させる研究報告がされた

(Seiya S et al. Nnature. 2011; 475, 

390-393)。遺伝子導入するためには、ウィ

ルスをも用いており、この方法ではもとも

との生体内にある細胞にも変異を起こさせ

る発癌遺伝子を活性化する危険生がある。

また、現在、培養を行うにはウシ胎仔血清

(FBS)が不可欠である。FBS は異種タンパ

クであり、未知のウィルスの存在する恐れ

がある。そのため、人工 ETF と無血清培

地を開発することは、未知のウィルスや免

疫に問題のない安全な肝細胞を入手できる

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ヒト歯髄細胞から肝細胞を分

離させる分化誘導培地の作製と、得られた

肝細胞を肝障害または肝硬変モデル動物に

移植し、肝機能の回復を図る新たな再生医

療の創出を目的とする。本研究は、通常培

養下で肝細胞の表現型を維持する増殖可能

な肝細胞を樹立する培養技術を確立し、未

知のウィルス、免疫、感染、生命倫理に問

題のない細胞移植治療の開発を行う。 

 

３．研究の方法 

(1)歯髄由来肝細胞分離法の確立 

 ヒト抜去歯の歯間部をダイヤモンドディ

スクにより切断し歯髄組織を採取した。採

取した歯髄組織は、カミソリメスにより細

切し、15%FBS含有 DMEM/F12(GM)を用

いて 60ｍm シャーレにて静置培養を行っ

た。歯髄細胞がサブコンフルエントに達し

た時点で、Trypsin-EDTAにより細胞を解

離し 24 ウェルプレートに播種した。播種

直後より、ETF を添加して培養を行った。

ETF濃度は、1,2.5,5,10,15,20%で検討を行

った。 

 

(2)ETFの再制作 

これまで用いていた ETFsでは、50%の

誘導効率で歯髄細胞を肝細胞に分化させた。

しかし、徐々に効果が減退したため新しい

ETFsの作製を行った。 

従来、ETFsは、SKGⅡを Ham’s F-12

で培養した conditiond medium（CM）か

ら作製されていたが、新しい ETFsの作製

方法は、歯髄細胞を培養する GMの血清量

から漸減し、無血清 DMEM/F12にて培養

可能な SKGⅡ-SF細胞株を樹立した。次に、



培養上清を凍結乾燥させ、その粉末を PBS

に溶解させた後、脱塩を行い、新しい ETFs

の作製を行った。 

 

(3)歯髄由来肝細胞の肝臓への移植 

 すでに樹立した誘導した肝細胞を用いて、

肝臓への移植をおこなった。腹腔内麻酔下

で、腹部正中を切開し、肝臓を傷つけない

よう避けながら、脾臓に 1×10⁶個の歯髄由

来肝細胞を注入移植した。2 週間後、麻酔

を過剰投与後、4%PFA にて灌流固定をお

こない、肝臓、脾臓を採取した。 

 

（4）移植後の評価 

 肝臓、脾臓を 4%PFA にて浸漬固定後、

脱水をおこないパラフィン包埋をおこなっ

た。5μmの切片を作製し、HE染色、免疫

染色を行った。移植した細胞が、肝細胞の

表現型を維持していることを評価するため、

免 疫 染 色 （ human- α fetoprotein 、

albumin）を行った。また、移植細胞の局

在を観察するため、ヒト特異的ミトコンド

リア抗体を用いて免疫染色を行った。 

 

４．研究成果 

(1)歯髄由来肝細胞分離法の確立 

 培養液に添加する ETF の添加濃度を

1,2.5,5,10,15,20%で検討した。ETFの適正

濃度が存在すると考えて実験を行ったが、

歯髄由来肝細胞が観察されるウェルは濃度

に依存しないことが確認された。今後は、

さらに個体数を増やし検討する予定である。 

 

(2)ETFsの再制作 

 ETFs により誘導される肝細胞が減少し

たため、この原因を ETFsの活性の減退と

考えた。そこで、新たに無血清培地で増殖

可能な SKGⅡ-SF細胞株を樹立した。無血

清で培養可能になるまでおよそ半年を要し

た。無血清 DMEM/F12培地を、培養 3日

目の細胞から採取し凍結乾燥をおこなった。

培養上清の粉末を Hanks's 液にて溶解し、

本研究に用いた。 

(3)歯髄由来肝細胞の SCID マウス肝臓へ

の移植 

 肝臓の切片を作製後、HE 染色、免疫染

色(alubumin, α-fetoprotein)を行った。ま

た、移植した細胞の局在を検証するため、

ヒト特異的ミトコンドリア抗体を用いて染

色を行った。 
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HE 染色から、肝臓に正常構造を保ち、

癒着は見られなかった。また、ヒト特異的

albumin, α-fetoprotein に陽性を示す細

胞が散在し、マウス肝細胞と共に細胞束を

形成している様子が観察された。この細胞

は、human mitochondoriaで陽性を示す細

胞と分布パターンが一致すると考えられた。

今後は、albumin, α-fetoproteinと human 

mitochondoria を共染色することにより、

移植した細胞が albumin, α-fetoproteinを

共発現することを証明する。また、ConA

投与による肝障害モデルマウスに移植し再

生能を確認する。 
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