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研究成果の概要（和文）： 神経は再生しないと考えられていたが、最近の再生医療研究の発展により、神経幹
細胞から神経が再生することが徐々に判ってきた。廃棄歯髄から幹細胞を遺伝子工学的に濃縮する方法を確立
し、当該細胞が歯再生への有効な資材となり得ることを証明することを目的とした。
　Piggy Bac系を用いた乳歯歯髄細胞およびiPS細胞への遺伝子導入により、遺伝子導入安定株は効率的に取得で
きることが明らかとなった。また、乳歯歯髄細胞から歯髄幹細胞を遺伝子工学的に単離し、その幹細胞特性につ
いて検討したところ、神経幹細胞特異的マーカーの遺伝子発現を認めた。in vitroにて分化誘導を行ったとこ
ろ、神経細胞様の細胞を認めた。

研究成果の概要（英文）：　It was considered that to regenerate nerve cells is difficult, but the 
regeneration of nerve cells from neural stem cells gradually have been showed by the development of 
a recent study about regenerative medicine.Our aims in this study were to establish the way to 
isolate stem cells from the human exfoliated deciduous teeth by genetic engineering, and to prove 
the isolated stem cell effective as of material to tooth regeneration.
 We showed that piggy Bac genetic electroporation using Neon was effective to the pulp cell of 
deciduous teeth and iPS cell. We also isolated dental stem cells from the human exfoliated deciduous
 teeth by genetic engineering, and showed a neural stem cell marker from the isolated stem cells. 
The nerve cell was admitted by in vitro differentiation derived from them.

研究分野： 歯学

キーワード： 再生歯学　神経幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
乳歯のう蝕の特徴として、エナメル質より

象牙質内での進行が早いこと、歯質が薄いた
めに歯髄までう蝕が到達し易いことから、ス
ポット状に露髄した場合、直接覆髄は推奨さ
れず、生活歯髄切断法（生切法）もしくは抜
髄処置の必要がある。歯髄に勝る根管充填材
はないことから、歯根部歯髄を残すことが可
能な生切法が小児歯科臨床では多用されて
きた。しかし、生切法は、成功率がそれほど
高くなく、また、予後の問題および使用する
薬剤の安全性の問題もあり、生切法に代わる
代替法の開発は、小児歯科臨床において重要
な課題と言える。また、歯髄処置になった場
合、感染した歯髄は、医療廃棄物として破棄
されるのが現状である。 
これまでの再生医療における歯髄に関す

る報告は下記のごとくである。 
ⅰ）骨髄に見られる多能性幹細胞である間

葉系幹細胞（MSCs）に類似し、線維芽細胞
様の形態を示し、増殖性は MSCs と比肩する
ほど高く、脂肪細胞や骨細胞への分化多能性
を有する。 
ⅱ）歯髄細胞（dental pulp cells：DPCs）

は Hoechst 33342 などの蛍光色素による染
色に対し、抵抗性を示す（side population と
しての性質）。 
ⅲ）歯構成細胞の分化を促すリン酸 Ca で

構成される 3 次元的な単体（scafold）に細胞
を埋め込み、これを免疫不全マウスの皮下に
移植すると、象牙芽細胞などの歯構成細胞が
生じ, 象牙質形成が起こる。 

iv）乳歯歯髄細胞では、いくつかの幹細胞
特異的遺伝子の発現があり、増殖性が高い細
胞は、アルカリ性フォスファターゼ（ALP）
活性も高く、iPS 細胞の樹立効率が高い。 
う蝕が重度に進行し歯髄に達すると、歯髄

炎を惹起し、歯髄処置が行われる。神経は再
生しないと考えられていたが、最近の再生医
療研究の発展により、神経幹細胞から神経が
再生することが徐々に判ってきた。う蝕に罹
患した乳歯歯髄を対象として、今までは廃棄
されてきた歯髄内の神経細胞から神経幹細
胞が得られれば、in vitro で増やし、神経細
胞への分化誘導をはかり、自家移植すること
で機能的な根管充填材として使用するテー
ラーメイド医療が可能となる。 
この結果から、我々は ALP 活性が高い

DPCs は、歯髄幹細胞（dental pulp stem cells, 
DPSCs）であると考え、そのポテンシャルを
現在解析している。 
臨床経験上、乳臼歯部の抜髄処置（根尖性

歯周炎へ移行している場合は除く）を行って
いる時に、３もしくは４根管ですべての根管
が感染していることはなく、数根管は感染が
ある程度進んでいるものの比較的新鮮な歯
髄としてクレンザーにて除去することが可
能である。最も理想的な歯の再建は、患者か
ら得た歯髄から神経幹細胞を取得し、これを
DPSCsと共に髄腔内へ移植することである。 

２．研究の目的 
 廃棄歯髄から神経幹細胞や歯髄幹細胞を
遺伝子工学的に濃縮する方法を確立し、特性
解析、in vitro での機能性検定を通じ、当該
細胞が歯再生への有効な資材となり得るこ
とを証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 小児期の乳歯から得た神経に存在すると
考えられる神経幹細胞の幹細胞としての特
性を主に in vitro での視点から解明した。即
ち、①ヒト乳歯歯髄由来の初代培養細胞への
遺伝子導入が可能かどうかを検討した。②神
経幹細胞の存在の可能性について神経幹細
胞マーカー遺伝子発現を指標に分子生物学
的に検索した。③培養神経幹細胞が in vitro
で成熟した神経細胞へ分化できるかどうか、
その分化ポテンシャルを検討した。 
 
４．研究成果 
 ヒト乳歯歯髄由来の初代培養細胞への遺
伝子導入、それによる遺伝子の解析はあまり
行われていない。これまで、当該細胞への効
率的遺伝子導入系が検討されていなかった
ことが背景にあると思われる。 Piggy 
Bac(PB)トランスポゾンによる遺伝子導入法
（図１）は、哺乳類細胞でも効率よく外来性
の遺伝子導入を達成でき、当該遺伝子が宿主
ゲノムに挿入された遺伝子導入安定株を通
常の系よりも効率よく導入できる。今回、こ
の方法を乳歯歯髄細胞に適応した。 
 

 
図１．PiggyBac トランスポゾンによる遺伝

子導入法 

 
図２．３か月培養後の蛍光発現 
  
 電気穿孔法(Invitrogen, Neon system)に
て上記 PiggyBac トランスポゾン系プラスミ



ドを遺伝子導入し、G418（neomycin アナロ
グ）で薬剤選抜した。３ヶ月の長期培養後の
マーカー遺伝子の発現を図２示す。 
 また、廃棄乳歯歯髄を神経細胞培養培地で
培養した。増殖した細胞が神経幹細胞の特性
を示すかを神経幹細胞マーカー抗体で検索
した。廃棄歯髄の初代培養細胞を神経細胞分
化誘導培地にて培養し、神経突起が出るかを
観察し神経細胞の同定は RT－PCR と免疫染
色で行った。 
 次に遺伝子工学的手法による歯髄幹細胞
の単離を行った。哺乳類細胞への遺伝子導入
の効率が非常に高いとされるトランスポゾ
ンの一種 PiggyBac 系で遺伝子導入した。プ
ラスミドだけの導入では安定株が得られな
かったものが、Piggy Bac 系では確実に取得
することが出来た。Piggy Bac 系を用いた乳
歯歯髄細胞への遺伝子導入により、遺伝子導
入安定株は効率的に取得できることが明ら
かとなった。また、乳歯歯髄細胞から歯髄幹
細胞を遺伝子工学的に単離し、その幹細胞特
性について検討したところ、神経幹細胞特異
的マーカーの遺伝子発現を認めた。in vitro
にて分化誘導を行ったところ、神経細胞様の
細胞を認めた（図３）。 
 

 
図３．In vitro 神経細胞への分化誘導（ニッ

スル染色：左図矢印） 
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