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第 1章 本研究の背景 

1-1 脳梗塞について 

脳卒中は我が国の死因および要介護の原因の上位である。脳梗塞は脳卒中の

約 75%を占める。一般的な治療方法として、血栓溶解薬である tPA (tissue 

plasminogen activator) 静注療法が従来行われてきたが[25]、近年、脳梗塞急性

期におけるカテーテル血栓回収療法の有効性が証明された[4,6,7,8,12,13,31,32]。

しかし、これらの治療が行えるのは発症 4.5～8時間以内とごく短時間に限られ

る。本邦では脳梗塞年間発症数は 186,000人と推定されており[44]、さらにその

中で、これらの急性期カテーテル血栓回収療法の適応となりえる脳主幹動脈閉

塞は約 24～46%程度[30]、つまり 45,000 (24%) ～ 86,000 人 (46%) 程度と推

測される。しかし、カテーテル血栓回収療法が行われた症例は 13,000人 (7%) に

すぎない。脳梗塞に対する急性期カテーテル血栓回収療法は極めて有効な治療

法だが、その適応は限られ、またそのような治療を受けても後遺症に苦しむ患

者が多く存在する。このような現状において、脳梗塞発症後の後遺症をいかに

軽くするかが重要である。 

 

1-2 脳梗塞に対する細胞治療について 

カテーテルなどの急性期治療よりも therapeutic time window が長いと期待
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される治療として、近年、脳梗塞に対する細胞治療が注目されている。現在、

脳梗塞慢性期に対する自家あるいは他家の骨髄由来間葉系幹細胞の静脈投与や

動脈投与、脳内直接移植[33,36,39]、急性期での他家骨髄由来間葉系幹細胞の静

脈投与[16]などの研究が行われているが、いずれも神経再生よりは栄養因子、抗

炎症作用、免疫調整作用などによる神経保護効果に着目した研究が主である[5]。

一方、iPS (induced pluripotent stem cells) 細胞を用いた研究では神経再生に

主眼をおいたものがある[26,27]が、現時点では分化誘導培養に時間がかかると

いった問題点や腫瘍化の可能性[20]、遺伝子操作を伴う為、臨床応用までのハー

ドルがある。また ES (embryonic stem cells) 細胞や胎児由来神経幹細胞を用い

た神経再生療法[10]がヨーロッパを中心に行われているが、日本では生命倫理の

問題が大きく、解決のめどが立っていない。 

脳梗塞に対する細胞治療は注目されているが、投与経路や用いる細胞の種類、

対象治療的な神経保護目的なのか根治治療を目指した再生治療目的なのかなど、

まだ多様な目的をもった研究開発と一部の治験が進行中の段階である。Cuiらの

脳梗塞に対するメタアナリシス[9]では 2018年までの 7677編の論文から動物実

験 355編、ヒト研究 10編を抽出し、症状回復に最も関与する因子を検討した結

果、投与経路は脳への直接移植、細胞種類としては間葉系幹細胞や単核球より

も神経幹細胞の移植が最も効果的であるという結果であった。同様に Vuらのメ
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タアナリシス[47]でも脳内直接移植が動脈投与や静脈投与と比較して最も効果

量が高かった。 

保護効果のみではなく組織再生を目指して、機能をもった細胞の直接移植に

よる再生医療が研究されている。例えば、パーキンソン病に対する再生医療で

は、iPS細胞由来のドパミン神経前駆細胞を脳内に直接移植し[21]、また重症心

不全に対しては iPS 細胞由来の収縮力をもった心筋塊の移植[45]の研究がすす

められている。脳梗塞に対しても iPS 細胞から分化誘導した神経前駆細胞の移

植研究が進んできているが[21]、成熟したニューロンの移植では生着率が低い

[11]という問題点が残っている。 

 

1-3歯髄について 

様々な種類の細胞が研究に用いられているが、本研究では、神経堤由来の口

腔内間葉系幹細胞に着目した。神経堤は胎生期に神経外胚葉と表皮外胚葉の間

に出現する移動性の多能性をもつ細胞集団であり、その重要性から外胚葉、中

胚葉、内胚葉の三胚葉に続く、第四の胚葉ともいわれる。骨髄や皮下脂肪から

の組織幹細胞よりも容易にかつ多量に神経系細胞に分化誘導する事が出来る。

歯髄幹細胞は神経堤由来の口腔内体性幹細胞であり、智歯の抜歯などで容易に

採取可能である。神経堤由来の歯髄幹細胞は山中 4 因子(Klf4, Sox2, c-Myc, 
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Oct4)や Nanog を発現している。これらの因子は自己複製能の促進と未分化な

状態の維持にかかわる因子であり、多能性や増殖能の高さにつながる[48]。その

結果、骨髄幹細胞よりも歯髄幹細胞は分化増殖能が高い事が報告されている[1]。  

この歯髄組織由来の幹細胞を用いた脳梗塞治療が行われている[2,29,37,38]。

幹細胞そのものの投与・移植でも神経症状が改善する事が報告されているが、

その主な要因は抗炎症効果や脳血液関門の保護などに留まっていると考えられ

ている[38]。 
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第 2章 研究の目的 

先述の如く、再生医療として、脳梗塞以外のいくつかの疾患や臓器障害に対

する再生医療が、機能をもった細胞、すなわち幹細胞よりも各種臓器を構成す

る細胞に分化誘導した細胞を用いて行われている事から、脳梗塞においてもま

た、歯髄幹細胞移植よりもそこから分化誘導し、より神経の系譜に方向づけた

細胞(神経系細胞)を用いたほうが、保護効果のみならず、神経組織の再生を目指

せるのではないかという仮説をたてた。 

以上より、骨髄幹細胞などの他の体性幹細胞よりも神経に分化しやすい歯髄

組織を使用し、機能をもった神経系細胞まで分化誘導したうえで、脳内に直接

移植し、神経への分化による神経症状の改善を目的とした本研究を立案した。 

また、先行研究で他の研究機関で既に進んでいる歯髄幹細胞移植群

[2,29,37,38]との効果の比較を合わせて行う事とした。 
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第 3章 実験方法 

3-1 歯髄組織からの歯髄幹細胞の採取 

本研究は筑波大学附属病院の倫理委員会の承認を得て行った(承認番号：

H30-181)。筑波大学附属病院歯科口腔外科外来にて、抜歯が必要であると診断

された患者のうち同意を得られた者で、かつ視診やパノラマ X 線写真にて大き

な齲窩がない歯を対象とした。通常は破棄される抜歯後の歯髄を用いて研究を

行った。 

歯科用局所麻酔剤 1.8 mL程度を対象歯周囲に投与し抜歯を行った。抜去歯は

4℃に冷やした培地に保存し研究室まで運搬した。クリーンベンチ内で技工用モ

ーターにて抜去歯を分割し、歯髄を採取し培養にうつした。 

歯髄細胞採取には、抜去歯から採取した歯髄をメスで細切し、さらにその細

切した歯髄小片に 0.1%トリプシン/0.02%EDTA (PBS(-)) を 37℃25分反応させ

た後に、遠心分離し、組織片および細胞を少量の growth medium (GM)で懸濁

し 60 mm の培養皿に移した。GM は 10％  fetal bovine serum（FBS; 

Sigma-Aldrich, USA）、100 µM glutamate (GlutaMAX I; Thermo Fisher 

Scientific, USA)、0.1% MEM Non-Essential Amino Acids (MEM-NEAA; 

Thermo Fisher Scientific, USA)、50 U/ml penicillin、50 µg/ml streptomycin 

(FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)、0.25 µg/ml fungizone 
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(Cytiva, USA) を添加した  Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s 

nutrient mixture F12培養液 (DMEM/F12; Thermo Fisher Scientific, USA)を

用いた。培養開始 24時間後、組織小片が培養皿から剥離しないよう注意しなが

ら 2 mL の GM を培養皿の壁面から添加した。培養はすべて 37℃、4.7%CO2

湿潤下で行い、GM は 3～４日おきに新しい培地に交換した。細胞が 70~80% 

confluentに達した後に継代培養(1:3 split)を行った後に、薄撒き法(10,000 cells 

/ 10 cm dish）にて 3 週間培養後、増殖能の高い、すなわち最も大きな colony

をトリプシンに浸した濾紙で採取し、歯髄幹細胞として実験に使用した[14,48]。 

 また、歯髄幹細胞の多能性を証明するために骨誘導、軟骨誘導、脂肪誘導を

おこない、それぞれアリザリンレッド染色、アルシアンブルー染色、オイルレ

ッド O染色で評価した。 

 

3-2 歯髄組織からの神経系細胞の採取・誘導 

前項と同様の手順で歯髄を採取し、初代培養を行った。この初代培養に神経

誘導培地を用いて、接着性が弱く、小型球形細胞で、かつスフェロイドを形成

する細胞群を選別し、これをマトリゲルでコーティングした 60 mm培養皿に播

種した。この方法で得られた細胞を神経系細胞とした。実験には 4-6 継代して

細胞数を増やしたものを用いた。神経誘導培地は DMEM/F12 を基本とし、5% 
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FBS, 10 µM MEM-NEAAs, 2 mM GlutaMAX, 10 nM all trans-retinoic acids 

(Sigma-Aldrich, USA), 50 µM ascorbic acid (Sigma-Aldrich, USA), 5 µM 

insulin (Sigma-Aldrich, USA), 10 nM dexamethasone (Sigma-Aldrich, USA), 

20 nM progesterone (Sigma-Aldrich, USA), 20 nM estradiol (Sigma-Aldrich, 

USA), 10 nM nerve growth factor (Sigma-Aldrich, USA), 10 ng/ml thyroxine 

(Sigma-Aldrich, USA), 50 U/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin, 0.25 µg/ml 

fungizone を添加したものを使用した。神経維持培地は Neurobasal Plus 

medium (Thermo Fisher Scientific, USA)に B27 Plus Supplement (Thermo 

Fisher Scientific, USA)および 20 ng/ml epidermal growth factor (PeproTech, 

USA), 20 ng/ml fibroblast growth factor (PeproTech, USA)を添加したものを

用いた[43]。 

 

3-3 培養細胞の免疫組織学的評価 

培養細胞はリン酸緩衝食塩液(Phosphate Buffered Saline: PBS)で洗浄した

後に 100%メタノール (Wako Pure Chemical Industries, Japan)を用いて 4℃、

15 分間で固定した。ブロッキング溶液 Blocking One Histo (Nacalai Tesque, 

Japan)を室温、15 分作用させた後に表 1 に示す一次抗体を 4℃、一晩反応させ

た。その後 PBS で洗浄し、二次抗体を室温、60 分間、遮光状態で反応させた。
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洗浄後、DAPI を含有する封入材 (Immunoselect Antifading Mounting 

Medium DAPI, Dianova GmbH, Germany)を用いてカバーガラスで封入した。

スライドは蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence, Japan)、または Leica DMi8 (Leica 

Microsystems, Germany)を用いて観察した。ネガティブコントロールとして一

次抗体を除いた染色を行った。 

 

表 1. 使用した 1次抗体および希釈濃度 

 

ICC: Immunocytochemistry (免疫細胞染色) 

IHC: Immunohistochemistry (免疫組織染色) 
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3-4 RT-PCRでの遺伝子発現解析 

培養細胞より TRIzol Reagent(Thermo Fisher Scientific, USA)を用いて RNA

を抽出した。吸光光度計 Eppendorf BioSpectrometer basic (Eppendorf, 

Germany)を用いて純度を確認した後に high-capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, USA)で cDNAの合成を行った。

PCR反応はQuick Taq HS DyeMix (TOYOBO, Japan)キットを使用しメーカー

推奨の方法で行った。Veriti 96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, 

USA)を用いた。PCR 産物は 2% (w/v)のアガロースゲル (NIPPON GENE, 

Japan)で電気泳動を行った後に 312 nmのUVトランスイルミネーターE-BOX 

VX2/20M (Vilber Lourmat, France)上で可視化した。プライマーは表 2のもの

を用いた。 
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表 2. 使用したプライマー 
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3-5 マイクロアレイ 

Clariom S Human Assay (Thermo Fisher Scientific, USA)を用い、歯髄幹細胞

(n = 3)、神経系細胞(n = 3)の遺伝子発現をマイクロアレイにより解析した。上

述と同様の方法で培養細胞より total RNA を抽出し、吸光光度計を用いた純度

評価および、1% (w/v)アガロースゲルを用いた total RNA分解の有無の評価を

行った後に、検体を Thermo Fisher Scientific 社に送付し、マイクロアレイを

依頼した。得られた Raw データ (CEL ファイル )を用い、ソフトウェア

Transcriptome Analysis Console version4.0 (Thermo Fisher Scientific, USA)

を用いて正規化処理を施し CHPファイルとして出力し、歯髄幹細胞および神経

系細胞の遺伝子発現プロファイルの全体像を主成分分析で把握した。主成分分

析はサンプル同士の類似性を空間的に把握する手法であり、各データの位置か

ら外れ値がないか、あるいは異なる種類のサンプル同士での遺伝子発現プロフ

ァイルの違いを相対的に把握可能である。 

その後、歯髄幹細胞および神経系細胞の間で発現差解析を行った。歯髄幹細

胞での発現シグナル値を基準とした神経系細胞での発現シグナル値の比を倍率

変化(Fold Change)とあらわした。また歯髄幹細胞および神経系細胞での発現シ

グナルの有意な差を FDR (False Discovery Rate) P value < 0.05 とした。FDR

は網羅的遺伝子解析などの多くのデータを多重検定するときに用いる指標で、
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「繰り返し検定を行った結果のうち、どの程度の割合でエラーが含まれている

のを許容するか」を示す指標であり、一般的には 5%がカットオフとなる。Fold 

Changeと FDRの値で閾値を設定し、有意な発現変動遺伝子を抽出し以降の解

析に用いた。 

歯髄幹細胞と神経系細胞の間での遺伝子発現の差異を表す為に Volcano plot

図と Hierarchical Clustering 図を作成した。Volcano plot 図は横軸が Fold 

Change、縦軸が FDR P value(-log 10)を示しす散布図であり、グラフ上部の両

端に位置する遺伝子が、Fold Changeが大きく、FDR P valueが低い遺伝子を

示している。Volcano plot図を見る事で、2群間での遺伝子発現の差異の全体像

を把握する事が可能である。Hierarchical Clustering図は FDR P value < 0.05

で、Fold Changeが 2より大きい、または-2 より小さい遺伝子を発現変動遺伝

子として抽出して作成した。この抽出した遺伝子を、類似性を元に並べ替えた

ものである。歯髄幹細胞と神経系細胞の間での遺伝子発現プロファイルの違い

が把握可能である。 

それぞれでの遺伝子発現のエンリッチメント解析をオンラインソフトウェア

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID)[17,18]と、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)[40]で行った。

DAVID はNational Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID)が提
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供しているデータベースで、個々の遺伝子に割り当てられた注釈情報(アノテー

ション)を解析する事が可能である。FDR P value < 0.05で、Fold Changeが 5

より大きい遺伝子を発現変動遺伝子として抽出し、DAVIDを用いてその遺伝子

群がもつアノテーションの中に多く含まれる Gene Ontology(GO)タームを解析

し、その上位を求めた。これにより発現変動遺伝子にどのような機能的特徴が

あるかを調べた。 

さらに Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)を用いたエンリッチメント解

析を行った。DAVIDでは Fold Changeや FDR p valueなどに、ある閾値を任

意に設定して抽出した発現変動遺伝子のみの解析を行うが、GSEAでは DAVID

と異なり発現変動遺伝子のみの解析ではなくマイクロアレイで情報を得たすべ

ての遺伝子およびそのシグナル値を用いて、ある特定の機能をもつ遺伝子セッ

トのNormalized Enrichment Score (NES)を求める事ができる。このNESは

Enrichment Scoreをサイズが異なる遺伝子セット間で比較できるように正規化

した値である。Enrichment Scoreは累積スコア分布におけるゼロから最大のず

れ幅(重み付き Kolmogorov Smirnov 統計量)である。GSEA を用いたエンリッ

チメント解析では、情報を得たすべての遺伝子群に対してどのような機能があ

るかを把握する事が可能である。 

パスウェイ解析を Ingenuity Pathways Analysis (IPA; QIAGEN, USA)を用
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いて行った。Fold Changeが 2より大きい、または-2より小さい遺伝子を抽出

して解析に用いた。IPA では発現変動遺伝子がどのような既知のシグナル伝達

系に関連しているか解析可能であるが、さらに、関連した複数のシグナル伝達

系の上流因子を求める事ができる。 
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3-6 フローサイトメトリー 

培養細胞の性質をフローサイトメトリーを用いて評価した。細胞は accutase 

(Innovative Cell Technologies, USA)で培養皿から剥がした後に、ウシ血清由

来アルブミン (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)でブロ

ッキングを行い、その後抗体反応を用いて染色した。抗体は Yuan SH らの表

面抗原を組み合わせたニューロン分離法の報告[49]に基づき、phycoerythrin 

(PE)標識 CD24, peridinin chlorophyll protein-cyanin 5.5 (PerCP-Cy5.5)標識

CD44, phycoerythrin -cyanin 7 (PE Cy7)標識 CD15, Allophycocyanin 

(APC)標識 CD184 (Becton Dickinson, USA)を用い、また未染色の細胞や、そ

れぞれ対応する iso type コントロールを用いて蛍光漏れ込みの補正を行った。

抗体は室温で 30 分反応させた。解析は FACSverse cytometer (Becton 

Dickinson, USA)および FACSuite (Becton Dickinson, USA)を用いて行い、

CD184(-)/CD44(-)/CD15(LOW)/CD24(+)をニューロンとした。異なる 3個体由

来の神経系細胞で解析を行った。 
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3-7 OGD(oxygen and glucose deprivation)条件下での生

細胞アッセイ 

In vitro での脳梗塞による酸化ストレス環境を模したモデルである、

OGD(oxygen and glucose deprivation)を行い、歯髄幹細胞と神経系細胞におけ

る生細胞を比較した。24wellプレートに 4×104 cells/wellになるように歯髄幹

細胞と神経系細胞をそれぞれ播種し、12時間経過後にOGD処置を行った。OGD

群では無血清、無糖の DMEM/F12培地 (Thermo Fisher Scientific, USA)で 6

時間、1%O2(低酸素)下で培養した後に、通常の糖含有培地 (歯髄幹細胞は

DMEM/F12 FBS10% 、神経系細胞は Neurobasal medium with B27 

supplement)に戻し 18時間 21%O2(通常酸素)下で培養した後に、Cell Counting 

kit-8 (CCK-8) (DOJINDO, Japan)を用いてWST-8生細胞アッセイを行った。

CCK-8を各 wellに 50 µLずつ加え、37℃で 3時間加温した後に、450 nmの吸

光度を測定した。ウェルの均一性やウェルのキズなどの影響をキャンセルする

為に、副波長として 620 nmの吸光度も求め、450 nmの吸光度との差を真の吸

光度として扱った。コントロールとしてはそれぞれ歯髄幹細胞と神経系細胞を

それぞれ、通常の糖含有培地で 24 時間培養したものも同様に WSTアッセイで

吸光度を測定し、OGD処置群との比をとった。それぞれ 3個体由来の歯髄幹細

胞、神経系細胞を用い、1 個体あたり 3wells に細胞を播種し、さらに吸光度は
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1wellあたり 3回計測した。 

 

3-8 カルシウム指示薬 

分化誘導後の細胞の自発的な電気活動を評価する為にカルシウム蛍光指示薬

Fluo8 (AAT Bioquest, USA)を細胞に 4 µM添加し 37℃、40分インキュベート

し、蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence, Japan)で動画撮影を行った。FITCフィル

ターセットを用いた。得られたデータは画像解析ソフト ImageJ v1.52p 

(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/ )[35]で経時的な輝度評価を行った。 

 

3-9 マルチ電極アレイ 

多電極電位計測システム Multi Electrode Array MEA2100-System (Multi 

Channel Systems MCS GmbH, Germany)を用いて細胞外電位を非侵襲的に長

時間測定した。計測用電極が埋め込まれた培養皿は超純水に 1 時間浸して親水

性を上げた後に、200 µg/mlのマトリゲル 10 µLを中央の電極部分にマウントし

1 時間 37℃で静置してコーティングを行い、その後細胞を 8×104 cells 播種し

た。自発的な活動電位を評価した。サンプリングレートを 20 kHzとし、100 Hz

の high-pass filterをかけて 20分間計測した。培養皿の中央部に 60個の微小電

極が配置されている。個々の電極において 10～20 µV程度の振幅で、ある標準
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偏差をもって背景活動が記録されるが、この背景活動の標準偏差の 5 倍を越え

た電位変化をスパイクとして抽出した[28]。得られたデータは解析用ソフトウェ

ア、MC_Rack Version4.6.2 (Multi Channel Systems MCS GmbH, Germany)

と LabChart (ADInstruments, New Zealand)を用いて解析し、ラスタープロッ

トを作成した。縦軸が電極番号、横軸が時間を示す。1つの黒線はその時間・電

極においてスパイクが検出された事を示す。 

 

3-10 脳梗塞モデルマウスの作製 

本研究動物実験は筑波大学生命科学動物資源センター倫理委員会の承認のも

と行った(承認番号：18－108)。また、すべての実験は「実験動物の管理と使用

に関する指針」に従って実施した。 

Pilot studyではローズベンガル (Sigma-Aldrich, USA）の光応答性を利用し

たマウスの脳梗塞モデルである、photothrombotic middle cerebral artery 

occlusion modelを作製して使用した[46]。マウスは C.B17/Icr-scidJclの SCID

マウスの雄(6週齢)を用いた。80 mg/kg ケタミン (ケタラール, Daiichi Sankyo 

Pharmaceutical, Japan)と 10 mg/kg キシラジン  (セラクタール , Bayer, 

Japan)の混合液を腹腔内注射して麻酔した。左目と左耳の中間を縦に 1 cmほど

切開、側頭筋を付着部より剥がして頭蓋骨を露出させた。中大脳動脈を確認し、
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腹腔内にローズベンガルを 150 mg/kg投与し、5分後に 532 nm緑色のレーザ

ー(熱吸収フィルター装着)を中大脳動脈に 2分間レーザ照射を行った。照射終了

後、皮膚を縫合し、手術終了後はあらかじめ温めていたケージに戻し、柔らか

くした餌と水分は自由に補給可能な状況にして麻酔から覚醒させた。低体温を

避ける為に、麻酔開始時から麻酔から十分覚醒するまでの間、常にヒーティン

グパッドで 37℃に保温した。 

 また、本実験では、同一日に均一な培養条件の細胞を多くのマウスに移植

する為に、田口らの方法で作製した C.B17/Icr-scidJclの SCIDマウス雄(6週齢)

の脳梗塞処置マウス[41,42]を購入(CLEA Japan, Japan)して使用した。 

 

3-11 細胞移植 

脳定位装置を用いて細胞を脳に直接移植した。ケタミンとキシラジンの腹腔

内注射にて麻酔したのちに頭部定位固定器 (NARISHIGE, Japan)に固定し、頭

部の皮膚をアルコール滅菌後、正中で 2 cm切開した。骨に穴をあけた後にハミ

ルトンシリンジ(Hamilton micro-syringes701RN, Hamilton Company, USA)

を用いて細胞を移植した。移植部位は脳梗塞巣辺縁部とするべく、bregmaから

左に 2.5 mm、深さ 1.5 mmとした。脳梗塞作製の 5日後(血管新生期である亜

急性期)に神経系細胞を 1×104、1×105、1×106 cells 移植し、最適な移植細胞数
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を決定した後に、同じ細胞数の歯髄幹細胞移植群、緩衝液投与群との比較を行

った。 

移植細胞はトリプシン・EDTA で処理して培養皿から剥がしたのちに、細胞

数をカウントし、予定の細胞数になるように Hanks’ 液  (Nissui 

Pharmaceutical, Japan)で希釈して準備した。投与量は 2 µlとし、細胞の漏れ

出しを防ぐ為に緩徐に投与した。 

 

3-12 症状評価 

体重測定、シリンダーテスト[3,34]を移植直前、移植後 4、7、11、14、18、

21、25、28日に施行した。シリンダーテストは直径 10 cmのプラスチック製の

筒(シリンダー)にマウスをいれてシリンダー後方に鏡を 2枚おき、全方向から観

察できるようにし、左右の前肢の使用回数を計測した。マウスはシリンダー内

面に前肢をつきながら立ち上がり動作、探索動作を行うが、左大脳半球に脳梗

塞を作製した為、右前肢の運動、触覚、位置覚などが障害され、左右前肢の使

用頻度に差が生じたり、あるいは右前肢にしっかりと体重がかけられずシリン

ダー内面を滑らせてしまうようになる。体重をかけてしっかりとシリンダー内

面に前肢をつけた場合を「障害のない前肢の使用 (non-impaired forelimb 

contacts)」、前肢を滑らせてしまった場合あるいは、手掌が完全に開かずに不完
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全にシリンダー内面に前肢をつけた場合を「障害のある前肢の使用(impaired 

forelimb contacts)」とした。①右前肢のすべての使用回数(合計 20 回)の内の

right impaired forelimb contacts の割合②左右前肢の non-impaired forelimb 

contacts(合計 20回)の内の right non-impaired forelimb contactsの割合を経時

的に求めた[23]。シリンダーテストは動画撮影したファイルを保存し、移植細胞

などの条件を盲検化して解析した。 

なお、移植直前の症状評価で、シリンダーテストにおける左右前肢の使用頻

度の差がないマウスは解析から除いた。 

 

3-13 脳萎縮評価および組織学的評価 

ペントバルビタール (ソムノペンチル, Kyoritsu Seiyaku, Japan)を投与し疼

痛刺激に反応がなくなった後に手早く開胸して右心耳切開、針を心室にさして

Hanks’液、次いで 4% パラフォルムアルデヒド液(Paraformaldehyde; PFA, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)を灌流し、その後、脳を

採取した。4%PFA で一晩浸漬固定したのちに、脳萎縮の程度を評価する為に、

大脳の長径を計測し、正常側大脳半球との長さとの割合を求めこれを atrophy 

index とした [19]。脳はその後、30%スクロース  (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Japan) で 脱 水 処 置 を 行 い 、 optimal cutting 
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temperature compound (Sakura Finetek Japan, Japan)に包埋し-80℃で保存

した。凍結切片はクリオスタット Leica CM1850 (Leica Microsystems, 

Germany)で 10 µm 厚で切り出した。切り出し後の切片は 0.1% Triton-X 

(Nacalai Tesque, Japan)で室温 10分インキュベートした後に、室温 10分でブ

ロッキングした。その後 1次抗体を 4℃ overnightで反応させた後に、2次抗体

は室温 1時間反応させ、蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence, Japan)、または Leica 

DMi8 (Leica Microsystems, Germany)を用いて観察した。ネガティブコントロ

ールとして一次抗体を除いて染色したものを用いた。 

 

3-14 統計学的手法 

すべての統計は、平均±標準誤差で記載した。統計解析は IBM SPSS 

Statistics 26 (IBM, Japan)を用いて行った。2群間の統計学的有意差の検定に

は Student’s t test を用いた。ノンパラメトリックデータに関しては

Mann-Whitney U test を用いた。3 群間以上の統計学的有意差検定には

Kruskal-Wallis testを行い、その後、多重性を考慮し Tukey法を用いて各群間

解析を行った。P < 0.05を有意と判定した。 
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第 4章 結果 

4-1 歯髄幹細胞の性質評価 

歯髄組織の初代培養細胞より歯髄幹細胞を採取した。得られた細胞は間葉系

幹細胞のポジティブマーカーである CD44, CD73, CD90が陽性、ネガティブマ

ーカーである CD14, CD34, CD45, CD105, CD146が陰性であった(図 1)。 
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図 1. 歯髄幹細胞の表面抗原 

赤線はアイソタイプコントロールを表す。 

間葉系幹細胞のポジティブマーカーである CD44、CD73、CD90が陽性であり、

かつ間葉系幹細胞のネガティブマーカーである CD14、CD34、CD45、CD105、

CD146 が陰性であった。本研究で用いている歯髄幹細胞は、表面抗原の特性に

おいて間葉系幹細胞の特徴を有している事が示された。 
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免疫染色では幹細胞マーカーである Nanog, Oct4, Sox2が陽性であった(図 2)。

また、RT-PCRで幹細胞マーカーであるNanog、Oct3/4, Sox2の発現を確認し

た(図 3)。 
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図 2. 歯髄幹細胞の免疫細胞染色 

歯髄幹細胞は幹細胞マーカーである Nanog、Oct4、Sox2陽性であった。 

スケールバーは 100 µmを示す。 
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図 3. 歯髄幹細胞の RT-PCR 

歯髄幹細胞は、幹細胞のマーカーである Oct3/4、Nanog、Sox2の遺伝子が発現

していた。GAPDHはリファレンスとなるハウスキーピング遺伝子。 
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また、歯髄幹細胞の多能性を評価するために骨誘導、軟骨誘導、脂肪誘導を

おこない、それぞれアリザリンレッド染色、アルシアンブルー染色、オイルレ

ッド O染色で評価した(図 4)。その結果、歯髄幹細胞は多能性をもつことを明ら

かにした。 

 

図 4. 歯髄幹細胞の多能性評価 

骨誘導：アリザリンレッド染色 

軟骨誘導：アルシアンブルー染色 

脂肪誘導：オイルレッド O染色 

 

 

以上より、歯髄組織の初代培養を薄まきし、増殖能の高いコロニーを colonial 

cloningして得た細胞は幹細胞の特性を有している、歯髄幹細胞である事が示さ

れた。 
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4-2 分化誘導した神経系細胞の性質評価 

歯髄初代培養細胞に神経分化誘導培地を添加し培養する事で、神経系細胞

を得た。歯髄幹細胞は紡錘形の細胞であるが、誘導後の神経系細胞は多極の軸

索様構造をもった形態へと変化した(図 5)。 

 

図 5. 歯髄幹細胞および神経系細胞の位相差顕微鏡像 

歯髄幹細胞は紡錘形だが、分化誘導した神経系細胞は複数の突起構造をもつ。 

スケールバーは 100 µm。 

 

 

この分化誘導した細胞の性質を評価する為に細胞免疫染色を行った。その結

果、神経幹細胞のマーカーNestin やアストロサイトのマーカーである GFAP、

オリゴデンドロサイトのマーカーであるMBPに加え、幼弱なニューロンのマー

カーである doublecortin(DCX)、βIII tubulin、成熟ニューロンマーカーのMAP2
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や Synaptophysin が陽性であった(図 6)。神経堤細胞のマーカーである HNK1

と P75に関しては共陽性の細胞をごく少数認めた(図 7)。成熟ニューロンのマー

カーであるMAP2 は 1か月間程度と長期に培養を継続すると、その割合が増加

した。この約 1 か月後時点での免疫染色では成熟ニューロン、未熟ニューロン

のマーカー陽性の細胞に加え、アストロサイトのマーカーである GFAP 陽性細

胞が多く存在した(図8)。ニューロンのマーカー陽性細胞は約30%程度であった。 
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(figure legendは次ページ) 
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図 6. 神経系細胞の免疫染色 

サブカルチャー後 3日の神経系細胞の免疫染色。 

スケールバーはMAP2 と Synaptophysin の二重染色(強拡大)のみ 50 µm。その

他はすべて 100 µm。 

MAP2 は成熟したシナプスに発現する前シナプスマーカーである

Synaptophysin と共染色した。またサブカルチャー後 1 か月の免疫染色では

MAP2陽性細胞の割合が増加していた。 
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図 7. 神経系細胞の神経堤細胞関連の免疫染色 

神経堤マーカーである HNK1(緑)、および P75(赤)が共に陽性である細胞(黄色)

をごく少数認めた。スケールバーは 100µmを示す。 

 

 

図 8. サブカルチャー後 28日時点での細胞免疫染色 

左：MAP2(赤)、GFAP(緑)の二重染色 

右：MAP2(赤)、DCX(緑)の二重染色 

スケールバーはいずれも 100 µmを示す。MAP2、DCX陽性細胞は長期培養す

るとその割合がサブカルチャー後 3日に比して増加した。 
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このように神経系細胞はサブカルチャー後の日数に応じてニューロンの割合

が変化するが、サブカルチャー後、約 7 日でコンフルエントになる為、後述す

る動物実験では、この時点の細胞を移植に用いた。その為、サブカルチャー後 7

日の時点での成熟ニューロン MAP2 や幼弱ニューロン DCX 陽性細胞の割合を

細胞免疫染色とフローサイトメーターで計測した。各々3個体由来の細胞を評価

した。細胞免疫染色ではDCX陽性細胞、MAP2陽性細胞はそれぞれ12.0±1.4%、

10.0±1.0%であった(図 9)。 

 

 

図 9. 移植細胞に含まれるニューロンの割合(免疫染色) 

幼弱ニューロン DCX 陽性細胞の割合、成熟ニューロン MAP2 陽性細胞の割合

を 3 個体それぞれで計測した。DCX 陽性細胞は約 12%、MAP2 陽性細胞は約
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10%であった。サブカルチャー後 7 日の時点の細胞を評価した。エラーバーは

標準誤差を示す。 
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同様にサブカルチャー後 7日の細胞をフローサイトメトリーを用いて、表面抗

原を調べた。その結果、CD184陰性、CD44陰性かつ CD24陽性、CD15(Low)

の細胞がニューロンであるが、その割合は 5.1±0.5%であった(図 10)。 

 

 

図 10. 移植細胞に含まれるニューロンの割合(FACS) 

A：前方散乱光(FSC)と側方散乱光(SSC)で表した全細胞のプロット。前方散乱

光は細胞の大きさや表面積を反映し、側方散乱光は細胞内部構造の複雑性を反

映する。デブリなどの除去目的に、解析対象細胞をオレンジ枠内の部分とした。 

B：前方散乱光を用いてダブレット除去を施行。測定サンプル中には細胞が 2つ

以上凝集したもの(ダブレット)が混在している可能性がある為、紫色のゲートを
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作成し、その内部が単一細胞(シングレット)、外部がダブレットと区別した。以

降の解析はシングレットのみを対象とした。 

C：CD184(横軸)と CD44(縦軸)でのヒストグラム。ニューロンは CD184, CD44

ともに陰性である為、第 3象限(左下)に含まれる細胞を以降の解析対象とした。 

D：CD15(横軸)とCD24(縦軸)でのヒストグラム。ニューロンはCD15が弱陽性、

CD24 が陽性である為、第 1,2 象限(右上、左上)に含まれる細胞を抽出してニュ

ーロンとした。 

 

 

 また、RT-PCR を用いて誘導後の神経系細胞の遺伝子発現を、歯髄幹細胞と

比較した。誘導後には神経幹細胞のマーカーである Nestin、神経系の前駆細胞

である radial gliaマーカーあるいはアストロサイトのマーカーである GFAP、

幼弱ニューロンのマーカーである Tbr2、NeuroD1、βIII tubulin、成熟ニューロ

ンのマーカーである NeuN、MAP2、ドパミン作動性ニューロンマーカーの

Tyrosine hydroxylase (TH)、セロトニン作動性ニューロンマーカーの

Tryptophan hydroxylase (TPH)、コリン作動性ニューロンマーカーの Choline 

acetyltransferase (ChAT)、オリゴデンドロサイトマーカーの Sox10、アストロ

サイトのマーカーの S100βの遺伝子発現が増加している事がわかった(図 11)。 
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図 11. 歯髄幹細胞と神経系細胞の遺伝子発現の違い(RT-PCR) 

誘導後には各種神経系の系譜の遺伝子発現が増加する事がわかった。 
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4-3 歯髄幹細胞および分化誘導神経系細胞の網羅的遺伝

子発現解析 

歯髄幹細胞(n = 3)と誘導後神経系細胞(n = 3)の網羅的な遺伝子発現の比較を

マイクロアレイを用いて行った。主成分分析では歯髄幹細胞および誘導後神経

系細胞において、それぞれ 3個体の遺伝子発現プロファイルが類似している事、

および歯髄幹細胞と誘導後神経系細胞では遺伝子発現プロファイルが異なる事

が示された(図 12A)。歯髄幹細胞および神経系細胞の遺伝子のうち、FDR P 

value < 0.05で、Fold Change > 2 または-2 > Fold Changeの遺伝子を発現変

動遺伝子として抽出し、volcano plot 図や Hierarchical clustering 図でその違

いを表した(図 12B,C)。 

 

 

 



44 

 

 

図 12. 歯髄幹細胞と神経系細胞の網羅的遺伝子解析 

A：主成分分析 

神経系細胞(青)3 個体と歯髄幹細胞(赤)3 個体を、それぞれの遺伝子発現プロフ

ァイルに基づいて 3次元空間に配置した図。 

それぞれの 3 つの青い点、赤い点同士は近接しており、歯髄幹細胞 3 個体およ

び神経系細胞 3 個体の遺伝子発現プロファイルにばらつきが少ない事が示され

た。また青い点と赤い点は離れており、神経系細胞と歯髄幹細胞の遺伝子発現

プロファイルが異なる事がわかった。 
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図 12. 歯髄幹細胞と神経系細胞の網羅的遺伝子解析(つづき) 

B：歯髄幹細胞と神経系細胞での遺伝子発現の違い(Volcano Plot図) 

FDR P value < 0.05で、Fold Changeが 2より大きい、または-2よりも小さい

遺伝子をカラー (神経系細胞が青、歯髄幹細胞が赤)でプロットした。4263個の

遺伝子が有意差をもって高い倍率変化(Fold Change)を示した。以上より神経系
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細胞と歯髄幹細胞の間には多くの遺伝子プロファイルの変化が含まれている事

がわかった。 

C：歯髄幹細胞と神経系細胞での遺伝子発現の違い(Hierarchical Clustering図) 

B と同じ条件の発現変動遺伝子(合計 4263 個)を抽出し類似性を元に並べなおし

クラスタリングした。スケールバーの赤で示した部分は遺伝子発現が高く、黒

は遺伝子発現の程度が中等度、緑は遺伝子発現が低い事を意味している。神経

系細胞と歯髄幹細胞の遺伝子データを視覚化し、類似部分と相違部分が把握で

きた。 

 

 

さらなる詳細な遺伝子解析の為に、Gene Ontology 解析を行った。発現変動

遺伝子の数を絞る為に歯髄幹細胞に比して神経系細胞で多く発現している遺伝

子を Fold Change>5, FDR P value <0.05 の条件で抽出した。マイクロアレイ解

析を行った全 21448個の遺伝子のうち 691個の遺伝子を抽出した。この遺伝子

セットにどのような機能的特徴があるかを調べる為に Gene Ontology解析をウ

ェブツール DAVIDを用いて行った。歯髄幹細胞と比較し神経系細胞で有意に濃

縮された GO termとして生物学的機能パート(biological process)の上位 5つは

generation of neurons (FDR P value < 2.05E-20), nervous system 
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development (FDR P value < 6.56E-20), neurogenesis (FDR P value < 

7.56E-20), neuron differentiation (FDR P value < 9.38E-18), regulation of 

nervous development (FDR P value < 1.62E-14)であり、ニューロンの形成や

神経新生などの機能をもった細胞である事が示された。また、細胞構成成分パ

ート(cellular component)で濃縮された上位 5つは neuron part (FDR P value < 

3.33E-13), neuron projection (FDR P value < 2.40E-10), synapse (FDR P 

value < 1.11E-0.8), synapse part (FDR P value < 8.91E-07), intrinsic 

component of plasma membrane (FDR P value < 1.61E-06)であり、やはりニ

ューロンやシナプスなどに関連する遺伝子の発現が優位に増加している事がわ

かった(図 13)。 

 

 



48 

 

 

図 13. DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery)による Gene Ontology解析 

誘導後の神経系細胞は歯髄幹細胞と比して、ニューロンの形成や神経新生など

の機能をもった細胞である事が示された。 

 

 

さらにエンリッチメント解析を GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)で行

った。今回データを得た、全 21448 個の遺伝子およびその発現値に対してエン

リッチメント解析を行ったところ、神経系細胞でエンリッチメントされている

遺伝子セットの上位 10 個のうち、7 番目に高い増殖能などの幹細胞性に関連す

る遺伝子セットとしてMUELLER_PLURINET (NES = 2.49、FDR q value < 

0.001)、8番目にWONG_EMBRYONIC_STEM_CELL_CORE (NES = 2.49、
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FDR q value < 0.001)が含まれた(図 14)。Mueller PluriNetとは、胚由来のも

のや胎児由来のもの、成人由来のものなどの多様な種類のヒト幹細胞の特性解

析と分類を秩序立てて行う為に、150以上の細胞標品から得た転写プロファイル

のデータベースを基にバイオインフォマティクス手法によって確立した「幹細

胞分類基準」である[24]。つまり誘導後の神経系細胞は、胎児由来の幹細胞の特

性や、あるいはMullerらが公開している多能性幹細胞の特性を含有している事

がわかった。 

 

 

図 14. GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)によるエンリッチメント解析 

神経系細胞でエンリッチされた遺伝子セット上位 10の内、幹細胞に関連するセ

ットを抽出した。Mueller PluriNetとWong Embryonic Stem Cell Coreが高い

NESをもって抽出された。 

 

 

また神経系細胞で発現が優位に増加している遺伝子群およびその発現パター

ンを用いてパスウェイ解析を行った。解析は IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis)を用い、Fold Change > 2 または-2 > Fold Changeの 4517個の遺伝
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子を入力した。上流調節因子を検索したところ(図 15)、Top Upstream Regulator

として VEGF(vascular endothelial growth factor, 血管内皮増殖因子)遺伝子の

活性化(P = 8.81E-29)が上位 4番目、TP53の抑制化(P = 4.24E-27)が上位 5番

目として抽出された。VEGF活性化は血管新生を促進し、TP53抑制化はアポト

ーシスの抑制・細胞増殖に関わる。 

 

 

図 15. 神経系細胞で有意に発現している上流調節因子 

 

以上のマイクロアレイによる網羅的な遺伝子解析の結果より、誘導後の細胞

は神経の lineageにあり、かつ高い血管新生能や細胞増殖能が予想された。 
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4-4 In vitroでの低酸素培養下での神経系細胞の優位性 

マイクロアレイの解析結果より、歯髄幹細胞と比して、神経系細胞は VEGF

に関連する遺伝子が活性化しており、低酸素状態に強い可能性がある事が示さ

れた。加えて TP53 に関連する遺伝子が抑制化しており、増殖能が高い可能性

が示された。その為、in vivo の実験的脳梗塞モデルである OGD 処置を行い、

生細胞率をWST-8 assayで評価した。その結果、歯髄幹細胞は OGD処置を行

うと、細胞生存率が 79.1±2.6%であったが、神経系細胞は 86.1±1.3%と有意に

神経系細胞の方が OGD条件下での細胞生存率が高い事が示された(図 16)。 

 



52 

 

 

図 16. Oxygen and glucose deprivation (OGD)条件下での歯髄幹細胞および神

経系細胞の viability評価 

神経系細胞(neural cells)と歯髄幹細胞(DPSCs)それぞれ3個体でOGD条件によ

る viabilityを評価。神経系細胞の方が優位に viabilityが高かった。エラーバー

アは標準誤差を示す。 
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4-5 分化誘導した神経系細胞の電気的活動の評価 

誘導後の細胞が神経系としての機能的な電気的活動があるかどうかをカルシ

ウム指示薬 Fluo8 でインキュベートした後に蛍光顕微鏡で動画撮影をした。そ

の結果、細胞内のカルシウム濃度が特に電気刺激の入力や薬剤の添加なしに、

自発的に繰り返し上昇する事がわかった(図 17)。コントロールとして同様に歯

髄幹細胞に Fluo8 を作用させて動画撮影をおこなったが、繰り返し増減する輝

度変化は観察されなかった。 
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図 17. カルシウム指示薬での自発的な活動電位評価 

A：カルシウム指示薬作用中の蛍光顕微鏡写真 

B：Aの写真中の任意の細胞 4か所を抽出し、同部位の蛍光輝度の変化を表した

図。横軸が時間(20分間計測)、縦軸が各任意領域の蛍光輝度の変化(A.U)。各細

胞において繰り返し自発的な活動電位が出現している事がわかった。 

 

 

マルチ電極アレイでも同様に活動電位を観察した。各電極それぞれでスパイ

クが確認された時刻を経時的にプロットして作成するラスタープロット図を作

成した。縦軸が電極番号、横軸が時間を示す。1つの黒線はその時間にその電極
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においてスパイクが検出された事を示す。ラスタープロットでは 60個の電極で

の電気活動を俯瞰する事が可能である。その結果、培養開始約 1週間の時点で、

多くの電極で繰り返し活動電位が生じている事がわかった(図 18)。長期間培養

する事で、電極間の同期した発火が確認できる可能性があるが、マルチ電極ア

レイの培養皿上で、本研究で用いた神経系細胞を長期間培養することが困難で

あったため、同期した発火は確認できなかった。 

以上より、神経系細胞は自発的な電気的活動をする、機能をもった細胞であ

る事が示された。 
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図 18. マルチ電極アレイでの自発的な活動電位の評価 

A：電極が埋め込まれた培養皿の位相差顕微鏡写真。(左)強拡大、(右)弱拡大。 

B：ラスタープロット。各電極で活動電位が観察されたタイミングで縦線を記入。

60 個の電極で、それぞれどのタイミングで活動電位が観察されたか俯瞰する事

が可能である。解析の結果、各電極で自発的な活動電位が繰り返し出現してい

る事が明らかになった。 
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4-6 移植する細胞数の決定 

脳梗塞処置後 5日で神経系細胞を 1×104, 1×105, 1×106 cellsずつ移植(n = 3, 

4, 4)した。コントロールとして緩衝液注入群も n = 4で作製した。経時的に症状

評価を行ったところ移植群は緩衝液注入群に比して症状の改善が得られた。移

植後 4 週間の時点では、移植細胞数による症状改善の程度に有意差はなかった

が、1×105 cells移植群で他の細胞数と比較して症状改善が強い傾向にあった為、

その後の実験では移植細胞数を 1×105 cellsとする事とした(図 19)。 
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図 19. 移植細胞数による症状改善効果の比較 

A：Paw-dragging(右前肢を滑らせる割合) 

脳梗塞を作製すると右前肢の impaired forelimb contactsの割合が増え、値が 1

に近づく。麻痺がない正常時は右前肢の impaired forelimb contactsは極めて少

ない為、値が 0 に近づく。細胞を移植すると、緩衝液投与群と比較して有意に

症状の改善効果を認めた。 

B：右前肢の使用割合 

脳梗塞を作製すると右前肢の麻痺が出現する為、左前肢と比して右前肢の
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non-impaired forelimb contactsの数が減り、値が 0に近づく。麻痺がない正常

時は左右前肢を均等に使用する事が多い為、値が 0.5に近づく。細胞を移植する

と、緩衝液投与群と比較して有意に症状の改善効果を認めた。 

 

 

4-7 移植後の神経症状改善 

神経系細胞の移植(n = 5)の効果を歯髄幹細胞移植群(n = 6)、緩衝液投与群(n = 

6)と比較した。またげっ歯類特有である症状の自然改善も見る為に、脳梗塞作製

後、経過観察する群(Control群; n = 5)も作製した(図 20)。その結果、Tukey法

で多重検定を行うと、神経系細胞移植群では移植後 7,14,21,28 日時点全てにお

いて、他の群に比して優位に症状が軽い事がわかった。 



60 

 

 



61 

 

図 20. 移植後症状評価 

A：Paw-dragging(右前肢を滑らせる割合) 

神経系細胞移植群は緩衝液投与群、歯髄幹細胞移植群、Control群 (脳梗塞後自

然経過観察群)と比較して有意に症状の改善効果を認めた。 

B：右前肢の使用割合 

神経系細胞移植群は緩衝液投与群、歯髄幹細胞移植群、Control群 (脳梗塞後自

然経過観察群)と比較して有意に症状の改善効果を認めた。 

 

 

4-8 脳萎縮の評価 

摘出した脳の萎縮度を評価した(図 21)。脳梗塞作製後 5 日で移植という亜急

性期で移植しているが、緩衝液投与群、歯髄幹細胞移植群、脳梗塞後自然経過

観察群、神経系細胞移植群いずれにおいても萎縮率に有意な差はなかった。 
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図 21. 脳萎縮評価 

萎縮率 = (脳梗塞側の大脳長径 / 正常側の大脳長径) として各群で計測。各群で

萎縮率に統計学的有意な差はなかった。 

 

 

4-9 移植後細胞の評価 

移植後の細胞が脳内に存在しているか確認する為に、移植後 4 週間時点でヒ

ト細胞質特異的マーカーSTEM121による免疫染色を行った。その結果、脳梗塞

辺縁部に移植したヒト歯髄組織由来の神経系細胞の存在を認めた(図 22)。この

移植した神経系細胞がどのような細胞に分化しているか評価する為に成熟ニュ

ーロンMAP2、幼弱ニューロン DCX、アストロサイト GFAP、オリゴデンドロ

サイト Olig2 と STEM121 でそれぞれ二重染色を行った。その結果、移植細胞
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の一部が成熟ニューロン(図 23)あるいは幼弱ニューロン(図 24)に分化している

事が確認された。さらに移植部位からホストの脳内に細胞が遊走し、軸索構造

を伸ばしている事が確認された(図 24)。移植した細胞の一部はニューロンに分

化しているが、残りの多くの部分はアストロサイトに分化しており(図 25)、オ

リゴデンドロサイトに分化したものは極少数であった(図 26)。 

 

図 22. 移植後細胞の脳内分布 

移植後 4 週間でのヒト細胞質特異的マーカーSTEM121 による染色。マウス 1

個体の異なる断面での移植細胞の分布を評価した。緑は移植細胞を示す。脳梗

塞部位は萎縮しているが、その深部辺縁部に移植細胞の存在が確認できた。 
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図 23. 移植後細胞と成熟ニューロンMAP2 の二重染色 

A：脳梗塞部の位相差顕微鏡像。 

B：移植細胞を示すヒト細胞質特異的マーカーSTEM121での染色 (緑)。 

C成熟ニューロンMAP2での染色 (紫)。 

D：位相差、STEM121、MAP2、DAPI (青)のMerge画像。紫と緑が重なった

部分は移植細胞が成熟ニューロンに分化している事を示し、白色で表される。 
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図 23. 移植後細胞と成熟ニューロンMAP2 の二重染色 (続き) 

E：位相差、STEM121、MAP2、DAPIのMerge画像 (強拡大)。紫と緑が重な

った部分は移植細胞が成熟ニューロンに分化している事を示し、白色で表され

る。移植細胞の一部が成熟ニューロンに分化している。MAP2 はマウス、ヒト

共に交差性があり、移植細胞(緑)と重ならない部分はマウスのニューロンを表し

ている。 

A～Dのスケールバーは 100 µm、Eのスケールバーは 50 µmを示す。 
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図 24. 移植後細胞と幼弱ニューロン DCXの二重染色 

幼弱ニューロン DCX (赤)と STEM121 (緑)、DAPI (青)のMerge画像。赤と緑

が重なった部分は移植細胞が幼弱ニューロンに分化している事を示し、黄色で

表される。移植細胞の一部は幼弱ニューロンに分化しさらに、移植部位からホ

ストの脳内に軸索を伸ばしている(白色破線間の領域)。スケールバーは 100 µm

を示す。 
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図 25. 移植後細胞とアストロサイト GFAPの二重染色 

アストロサイト GFAP (赤)と STEM121 (緑)、DAPI (青)のMerge画像。赤と緑

が重なった部分は移植細胞がアストロサイトに分化している事を示し、黄色で

表される。移植細胞の多くがアストロサイトに分化している。スケールバーは

50 µmを示す。 
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図 26. 移植後細胞とオリゴデンドロサイト Olig2の二重染色 

オリゴデンドロサイト Olig2 (赤)と STEM121 (緑)、DAPI (青)のMerge画像。

移植細胞の極少数がオリゴデンドロサイトに分化している。スケールバーは 100 

µmを示す。 

 

神経系細胞の特徴として in vitroの網羅的遺伝子発現解析の結果、上流調節因

子として歯髄幹細胞に比較して VEGF の活性化が予測されていた。その為、移

植後細胞の VEGFを評価した。その結果、移植後 4週間の時点で神経系細胞で

は移植後のヒト細胞が脳内に存在し、その細胞周囲に human VEGF を認めた

が(図 27)、歯髄幹細胞移植群では移植後のヒト細胞は脳内に存在せず、human 
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VEGFを認めなかった。 

 

 

図 27. 移植後細胞と human VEGFの二重染色 

移植細胞 STEM121 (緑)、human VEGF(赤)、DAPI (青)のMerge画像。移植後

4週間の神経系細胞の周囲に human VEGFを認めた。スケールバーは 100 µm

を示す。 
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第 5章 考察 

本研究は神経堤由来である歯髄から電気的な自発活動をもった神経系細胞ま

で分化誘導し、これを脳梗塞巣周囲に直接移植した、再生医療の研究である。 

これまで、骨髄や脂肪、歯髄などから幹細胞を採取して脳梗塞治療に用いる

研究は存在したが、その治療効果の主な要因は栄養因子、抗炎症効果などの神

経保護効果のみに留まる報告が多い為[38]、本研究では組織再生に適した、電気

的自発活動をもった細胞まで分化誘導してから移植する事で、神経ユニットを

再生させ、幹細胞移植と比較してより高い症状の改善効果を得られるという仮

説のもと実験を進めた。 

まずは分化誘導した神経系細胞の性質を免疫染色、フローサイトメトリー、

RT-PCR、マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析などで多角的に評価した。そ

の結果、誘導後の細胞は神経幹細胞やアストロサイト、オリゴデンドロサイト、

ニューロンなどが混在した細胞群である事がわかった。極少数であるが神経堤

幹細胞も含まれていた。今回移植実験に用いた細胞はサブカルチャーして 7 日

の時点のものであるが、この時点でのニューロンの割合は免疫染色、フローサ

イトメトリーの結果から約 5-10%程度であったが、このニューロンの割合は経

時的に増加していく事が図 6, 8 の免疫染色で示された。経時的に増加していく

理由のひとつとしては、分化誘導直後の神経系細胞には神経幹細胞や幼弱ニュ
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ーロンなどが混在しており、これらが、培養を継続していくうちに成熟ニュー

ロンへ分化していく為と考えられる。 

脳梗塞はパーキンソン病と異なり、ニューロンのみが脱落する疾患ではなく、

脳を構成するアストロサイト、オリゴデンドロサイト、ニューロンなどの全て

の種類の細胞が障害される病態である。パーキンソン病はドパミン産生性細胞

が減少する為、それを iPS 細胞由来のドパミン前駆細胞の移植で補うというコ

ンセプトで進められている研究があるが、脳梗塞に関しては単一種類の細胞が

失われる疾患でない為、再生を得る為には複数種類の細胞移植が必要と考える

[21]。また、成熟したニューロンは増殖能が低い[11]。その為、脳梗塞の細胞治

療では増殖能の低い成熟したニューロンのみを移植するのではなく、本研究で

用いた神経系細胞のような、脳を構成する成分が混在し、かつ増殖能のある細

胞群を移植する方が望ましいと考えた。 

マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析の結果では図 13 に示されるように、

歯髄幹細胞と比較して神経系細胞で有意に発現が増えた遺伝子群は Gene 

Ontology 解析の結果から、神経新生、ニューロンへの分化などに関連する事が

示された。この結果からは、脳梗塞に対する再生医療を目指す上で、歯髄幹細

胞よりも神経系細胞の方が、移植細胞ソースとして適していると考える。それ

と同時にエンリッチメント解析では PluriNetという「幹細胞分類基準」に当て
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はまる細胞である事も示された。これは、神経系細胞が神経新生、ニューロン

への分化といった側面のみならず、幹細胞自体の特性を内包している事を示し

ており、移植後に場のニッチに応じて分化する可能性や、高い増殖能がある事

を示唆する結果と考える。 

さらにパスウェイ解析で発現変動遺伝子の上流因子を調べたところ、VEGF

が up regulateされている事がわかった。脳梗塞に対する細胞治療の限界として、

生着率の低さがあげられる[11]。脳梗塞巣およびその周囲は低酸素・低栄養・高

酸化ストレスといった、細胞の生存に非寛容的な環境となっている。このよう

な環境に耐える為には、移植後に早期にホストからの血流が得られる必要があ

る。神経系細胞で VEGF遺伝子が up regulate されている事は、移植後に血管

新生を誘導しやすい為、移植細胞の生着といった観点からは歯髄幹細胞よりも

有利と考えた。 

以上の in vitroの結果をもとに、免疫不全脳梗塞モデルマウスへの移植実験を

行った。本研究では、血管新生が生じるとされる脳梗塞亜急性期での移植をタ

ーゲットとするために、脳梗塞作製後 5 日で細胞移植をおこなった。本実験に

先立ち、最適な移植細胞数を決める為に 1×104、1×105、1×106 cellsの細胞を

移植した結果、移植後 4 週間の最終時点での細胞数の違いによる、有意な神経

症状改善効果の違いはなかったが、1×105 cells移植群が他の細胞数の移植群に
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比して症状改善効果が高い傾向にあった。移植細胞は、2µlの緩衝液で懸濁して

脳内に投与したが、1×106cells を 2µl で懸濁した場合は、細胞数が緩衝液の量

に比して極めて多く、懸濁液の細胞濃度が高すぎるため、移植細胞への酸素や

血流が十分に供給されず、1×105cells 移植群よりも症状改善効果が弱い傾向に

あったと考えられた。その為、本実験ではそれぞれ 1×105 cellsの歯髄幹細胞移

植群と神経系細胞移植群を設定し、症状の改善効果の違いを評価した。その結

果、神経系細胞移植群で歯髄幹細胞移植群や緩衝液投与群に比して有意に症状

の改善効果を認めた。 

移植後 4 週間の時点で移植した神経系細胞は脳内に存在し、その一部が幼弱

ニューロンや成熟ニューロンに分化している事が明らかとなった。さらに図 24

に示すように移植部位からホストの脳内に軸索構造が伸びている事がわかった

(白破線の間の領域)。移植細胞のうち、ニューロンに分化したものは一部であり、

大部分がアストロサイトに分化していたが、脳は生理的にひとつのニューロン

を、その約 10倍の量のアストロサイトで支持、介在してユニットを形成してお

り、今回の移植細胞のニューロンとアストロサイトへの分化の割合も生理的な

範囲であると考える[15]。今回の移植は脳梗塞亜急性期(脳梗塞作製後 5日)で行

っており、ある程度、脳梗塞の大きさ自体は既に確定している時期での移植で

ある為、細胞を移植する事による脳の萎縮率に差はでなかったが(図 21)、神経
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系細胞群では移植細胞が脳内で増殖しホストの脳内に軸索構造を伸ばし、神経

回路を形成している為、症状が改善したと考える。 
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第 6章 結語 

本研究ではヒト歯髄から分化誘導した神経系細胞の性質を評価し、さらにそ

れを免疫不全マウス脳梗塞モデルに直接移植し、治療効果について検討した。

その結果から、ヒト歯髄組織から分化誘導した神経系細胞が脳梗塞に対する再

生医療の細胞源として有用である事が示された。 

ヒト歯髄組織より分化誘導した神経系細胞は、歯髄幹細胞よりも低酸素・高

酸化ストレス条件に対する耐性が強く、また移植後にはホストの脳内へと軸索

構造を伸ばし、神経症状の改善を得る事ができた。従来行われている、神経保

護効果を主目的とした歯髄幹細胞の移植よりも高い症状の改善効果が得られた。 

脳梗塞に対するカテーテル治療などの超急性期医療を受けられなかった患者

や、それらの治療を受けたが重い後遺症に悩む患者が多くいる現状において、

今後の脳梗塞再生医療の臨床応用に向けて、本研究がその一端に貢献できたも

のと考える。 
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第 7章 今後の展望 

 本研究にはいくつかの limitation がある。一つは神経系細胞が移植後 4 週間

の時点で脳内に存在し、さらにホストの脳内へ軸索構造を伸ばしている事は明

らかとなったが、どこまでその軸索が伸び、ホストの神経回路と有効な接続が

できているか不明な点である。これには冠状断での組織評価だけではなく、矢

状断での組織切片の切り出しで移植部位である皮質から基底核、脊髄への軸索

構造の連続性を評価する事[22]や、逆行性神経軸索トレーサーをホストの神経回

路に投与し、トレーサーが皮質に移植した細胞まで取り込まれるかを検証して

いく必要があると考えている。 

二つ目は移植のタイミングである。今回は、脳梗塞亜急性期での移植を行っ

たが、より長い therapeutic time window での効果として、慢性期での移植に

おいても同様に症状の改善効果があるか、ホストの脳へ軸索構造を伸ばすかど

うかは検証する必要がある。 

三つ目は細胞の規格化である。臨床応用を目指していく上で、今後の方針と

して自家移植および他家移植に大きく分かれる。アストロサイト、オリゴデン

ドロサイト、ニューロンなどが混在し、増殖能をもつ事が、本研究で用いた神

経系細胞の特性ではあるが、自家移植にせよ、他家移植にせよ、細胞製剤とし

ての規格化が必要になってくる。本研究で用いた異なる 3 個体から分化誘導し
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た神経系細胞は、サブカルチャー後 3~7 日の時点でのニューロンの割合が 5～

10%程度含まれている細胞群であった。細胞製剤としての規格化を進めていく

為には、継代数の違いによるこれらの細胞の割合の変化など、細胞自体の特性

もさらに解明していく必要があると考える。 

現在、臨床応用を目指した骨髄幹細胞を用いた脳梗塞治療の治験が複数行わ

れている為、これらの limitationを踏まえて更なる研究をすすめ、将来的には、

骨髄幹細胞移植と、本研究の歯髄由来神経系細胞移植の比較をおこなっていく

必要がある。 

現在、抜去歯の歯髄由来の細胞を保存しておくバンク事業が複数稼働しはじ

めている。将来的には、脳梗塞を発症した後から歯髄組織を採取し、細胞培養

を開始して亜急性期から慢性期に自家移植する事のみならず、抜けた乳歯や智

歯(親知らず)由来の細胞をあらかじめバンクに保存しておき、脳梗塞発症後早期

に神経系細胞に分化誘導して急性期から亜急性期に自家移植する事が考えられ

る。また、骨髄幹細胞などと比較して歯髄組織由来の細胞は増殖能が高い為[1]、

大量培養を行ってストックし、他家移植の細胞源として使用する事も考えられ

る。 

本研究では脳梗塞に対する再生医療を目的としたが、脳梗塞以外にも脳出血

や脳挫傷、脳腫瘍摘出後の脳損傷、低酸素脳症といった、現在の医療技術では
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リハビリ介入以外に有効な治療法がない疾患に関しても応用し、広く社会に貢

献できる可能性があると考える。 
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