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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス皮膚線維芽細胞にストレスを負荷し、幹細胞を分離できるか検討した。
7週齢マウスを用いてストレス抵抗性細胞の分離し、核型を検討したところ、染色体数に異常は認められなかった。ま
た分離した細胞は幹細胞マーカーであるSSEA1に陽性であった。以上の結果よりマウス皮膚線維芽細胞に化学的ストレ
ス負荷を行い、SSEA1陽性細胞の分離を行うことが出来たことより、幹細胞がストレスに抵抗性を持ち、その性質を用
いて分離できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined to conduct trypsin treatment to dermal fibroblasts and 
isolate stem cells. We isolated stress tolerant cells from 7-week-old mice fibroblasts. The cells did not 
show abnormal karyotypes and are positive for SSEA-1. These results suggested that stem cells are 
stress-tolerant and we could isolate from mice fibroblasts.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景  

（１）歯周組織の治療はインプラント

などの人工材料および組織再生誘導因

子により行われているが、術後感染、

人工材料の耐久性および歯周組織再生

の精度に問題があり、全てを克服する

ことは出来ていない。歯周組織を含む

組織再生医療には、細胞、足場そして

増殖因子の 3 つの要素が必要である。  

 近年、幹細胞の研究が多数報告され

ており、幹細胞を用いた再生医療への

期待が高まっている。歯周組織は歯

肉・歯根膜・歯槽骨セメント質より構

成されるが、歯周組織障害時の組織再

生には歯根膜に存在する幹細胞が重要

な役割を演じていると考えられる。  

（２）現在、組織再生における基礎研究

が数多く行われているが、その中でヒト

皮膚線維芽細胞において外的ストレスに

強 い 性 質 を 持 っ た 多 能 性 幹 細 胞

（ multilineage differentiating stress 

enduring cells ; Muse 細胞）が存在する

ことが報告されている（Kuroda, et al, 

2010）。ストレス抵抗性幹細胞は成人の

骨髄や真皮、脂肪細胞などに存在する多

能性成体幹細胞であり、単一の細胞から

三胚葉すべての細胞に分化することがで

きる。またこの細胞はテロメラーゼ活性

が低く、免疫不全マウスへの移植の際、

奇形種の形成しないことより腫瘍化の危

険性が低いことが示唆されている。  

（３）現在、ストレス抵抗性多能性幹細

胞はヒト皮膚線維芽細胞で報告されてお

り、マウスにおいて存在するか否かは明

らかになっていない。  

 

２．研究の目的  

 今回、マウス皮膚線維芽細胞に化学的

ストレスを負荷し、ストレス抵抗性細胞

の分離を行い、その細胞が幹細胞の性質

を持つことを検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法  

（１）ストレス抵抗性細胞の分離  

 マ ウ ス 皮 膚 組 織 の 摘 出 を 行 い 、

outgrowth 法により皮膚由来細胞の遊

離・培養を行う（初代培養）。マウス皮

膚組織片を摘出後、コラゲナーゼ、トリ

プシンなどの酵素処理によって皮膚由来

細胞を分離する。分離した細胞を培養し

2、3 継代後、Kuroda らが報告した方法

に準じて歯根膜由来細胞からストレス抵

抗性多能性幹細胞の分離を行う。8 時間

のトリプシン処理後 (long-term trypsin 

incubation : LTT)、生き残った細胞の浮

遊培養を行う。この際、LTT により生き

残ったストレス抵抗性幹細胞が 50〜150 

μm 程度のクラスターを形成する。7 日間

の培養後、ゼラチンでコーティングした

シャーレで培養を 7 日間行う。この操作

を 5 回繰り返し、マウス皮膚組織よりス

トレス抵抗性細胞の分離を行った。  

（２）核型の解析  

 マウス皮膚組織由来細胞より分離した

ストレス抵抗性細胞の染色体に異常がな

いか調べるために、ギムザ染色を行い、

染色体の数を調べた。  

（３）幹細胞マーカーの発現解析  

 幹細胞マーカーである Nanog および

Oct4 の発現を定量 PCR を用いて解析し、

SSEA-1 は免疫組織化学を用いてその発

現を検討した。  

 

４．研究成果  

（１） マウス皮膚組織からのストレス抵

抗性細胞の分離  

 5、7 および 10 週齢のマウスを用いて

皮膚由来線維芽細胞の遊離および培養を

行い、LTT 処理を行い、生き残った細胞

の浮遊培養を行った。また生き残った細



胞の平面培養を行い、ストレス抵抗性細

胞の分離を行った。各週齢において浮遊

培養でクラスターの形成が認められ、ス

トレス抵抗性細胞の分離を行うことがで

きた（図 1）。  

 

 

 

 

 

 

図１ . ストレス抵抗性細胞の分離  

 

（２）ストレス抵抗性細胞の核型  

 分離したストレス抵抗性細胞の染色体

を調べるために、ギムザ染色を行った。

その結果、5および 10週齢マウスより分離

した細胞の染色体の数が初代培養の時点で

多い結果となったが、7 週齢マウスより分離

した細胞では初代培養時およびトリプシン

処理後の染色体数に異常は認められなかっ

た（図 2）。 

 

 

 

 

 

図２：ギムザ染色によるストレス抵抗性細胞

の核型（左：7週齢由来 右：5週齢由来） 

 

（３）ストレス抵抗性細胞の幹細胞マー

カーの発現  

 次に 7週齢マウスより分離したストレス

抵抗性細胞の解析を行った。定量 PCR を

用いて幹細胞マーカーの Nanog および

Oct の遺伝子発現の検討を行った。初代培

養細胞と同様に、Nanogおよび Oct4の発

現は認められなかった。しかし免疫蛍光染

色よりストレス抵抗性細胞は幹細胞マーカ

ーである SSEA-1に陽性であった（図 3）。 

 

 

 

 

 

図３：SSEA-1の免疫染色 

左:トリプシン処理前 右:トリプシン処理後 

 

 以上の結果より皮膚線維芽細胞に化学的

ストレス負荷を行い、SSEA-1 陽性細胞の分

離が出来たことより、幹細胞がストレスに抵

抗性を持ち、その性質を用いて分離できる可

能性が示唆された。 
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