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緒言 

間葉系幹細胞（MSCs）は自己複製能および多分化能を有し，近年では臨床応

用に向けた様々な研究が行われている 1)。歯髄は象牙質再生能を持つことが知ら

れており，抜歯された歯から比較的容易に採取できることから，MSCs の細胞

源として期待されている。歯髄由来の MSCs は，骨髄由来の MSCs 2)と比較し

て，高いコロニー形成能，増殖能および多分化能を有することが報告されてい

る 3,4)。さらに，2003年に Miura ら 4)は脱落乳歯歯髄に含まれる MSCs と永久

歯の歯髄由来のMSCsとを比較し，乳歯に含まれるMSCsの方が高い細胞増殖

能を示すことを明らかにした。 

過剰歯とは通常の本数以上に存在する歯の総称であり，上顎および下顎のど

ちらにも出現し，複数認められることもあるが， 1 歯のみのことが多い。過剰

歯の乳歯列における出現頻度は 0.2-0.8%，永久歯列での出現頻度は 0.5-5.3%と

されている 5-9)。最も高頻度で出現する部位は上顎の正中部であり，その過剰歯

を正中過剰歯と呼んでいる 10-12)。正中過剰歯の出現頻度は 0.15-1.9%であり，女

性よりも男性に高い頻度で現れる 10,12,13)。過剰歯の発生原因に関しては不明な

点が多いものの 2 つの発生機序が示されている 14-16)。最も広く受け入れられて

いる機序は，乳歯あるいは代生歯の歯堤の機能亢進により過剰に歯胚が形成さ

れるというものである 17,18)。もう一つの機序は，発生初期の乳歯もしくは永久



歯の歯胚が 2 分割されることでひとつは正常な歯になり，残りが過剰歯になる

というものである 19)。過剰歯は歯列不正の原因になることが多いため，抜歯す

ることが第一選択となる。   

近年，過剰歯の歯髄にも MSCsが存在することが報告され 20,21)，MSCs の細

胞源として有用と考えられるが，過剰歯の歯髄由来 MSCs の特性に関する報告

はきわめて少ない。そこで本研究では，日本大学歯学部付属歯科病院小児歯科

にて抜歯した上顎正中過剰歯の歯髄細胞を対象として，表面抗原，コロニー形

成能，細胞増殖能，未分化マーカーの発現および分化能について解析すること

で過剰歯の歯髄に存在するMSCsの特性を検討したので報告する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



材料と方法 

1. 細胞培養 

本研究の実施にあたっては日本大学歯学部倫理委員会の承認を得た（No，

AP10D014）。日本大学歯学部付属歯科病院小児歯科に来院しインフォームドコ

ンセントの得られた患者より抜歯した上顎正中過剰歯 10歯（抜去時年齢：5～8

歳）の歯髄から細胞を採取した。抜歯した歯は，全て歯根形成が完了している

ことを確認した。セメント-エナメル境部にディスクで 0.5-1.0 mm 程の深さの

溝を入れた後，ノミを用いて歯を分割し，露出した歯髄をピンセットにより無

菌的に採取した。単離後，外科用メスにより約 1 mm の大きさに細切した。細

切した歯髄の 1片を 35 mm培養ディッシュ（TPP）に静置し，非働化した 20％

ウシ胎児血清（FBS, Nichirei Biocience Inc），1％ペニシリン-ストレプトマイ

シン（Wako）を含むα-MEM 培地（Wako）を増殖培地とし，37℃，5%CO2

の環境下で組織培養を行い，歯髄片から細胞を外生させた。外生した細胞が培

養ディッシュ内で 80%コンフルエント時に，0.05%トリプシン（Wako）を含む

PBS（Wako）で細胞を培養ディッシュから分離し，100 mm培養ディッシュ（TPP）

にて継代培養した。本研究では第 2～4継代目の細胞を用いた。また細胞形態は

位相差顕微鏡（Eclipse TS100，Nikon）を用いて観察した。 

2. フローサイトメトリー 



細胞の表面抗原型を解析するために，培養細胞を蛍光プローブで標識し，フ

ローサイトメーター（BD FACS Aria, BD Bio-sciences）で蛍光標識された細胞

の割合を調べた。100 mm 培養ディッシュに 5 × 103個の培養細胞を播種し 7

日間培養を行った。0.05% トリプシンを用いて細胞を剥離し，各抗体を添加（10 

µg/ml）して4℃で25分間静置した。使用した抗体はCD13（PE），CD14（FITC），

CD34（PE），CD44（FITC），CD45（FITC），CD73（PE），CD90（APC），

CD146（PE），CD271（PE）であった（すべて BD Bio-sciences）。それぞれの

抗体によって蛍光標識された細胞の割合をアイソタイプコントロールである

IgGと比較し，FACSデータ解析ソフト（FlowJo Digital Biology, Tomy Digital 

Biology）にて分析した。 

3. コロニー形成能 

MSCs の特性の一つであるコロニー形成能を検討するために，6 well プレー

ト（TPP）に 100 個の培養細胞を播種した。9 日間培養を行ったのち 10％中性

緩衝ホルマリン溶液で 15 分間固定後，PBS にて洗浄を行った。続いて 0.1%ト

ルイジンブルー染色液で 15 分間染色後，40 細胞以上に凝集した細胞群を 1 コ

ロニーとし，コロニー数を位相差顕微鏡下で計測した。 

4. 細胞増殖能 

12 well プレート（TPP）に 1.5 × 103個/well の培養細胞を播種し，2，4，



6，8，10 日目の細胞数を測定し，細胞増殖能を検討した。培養細胞を PBS に

て洗浄後，0.05%トリプシンを用いて培養プレートから剥離し，光学顕微鏡下に

おいて血球算定板で細胞数を計測した。 

5. 細胞周期 

細胞周期を解析するために，細胞分裂期の細胞の割合を Click-iT EdU Flow 

Cytometry Assay Kit（Invitrogen）を用いて調べた。100 mm培養ディッシュ

に 5 × 103個の培養細胞を播種し，7 日間培養を行った。培養液中に 10 mM 

EdU（5-ethynyl-2’-deoxyuridine）を加えて 1時間後に細胞を固定し，Cell Cycle 

488-red で 30 分間染色後，フローサイトメーターを用いて EdU で標識された

細胞と DNA 含有量の相関を調べた。EdU で標識された細胞の割合をアイソタ

イプコントロールである IgGと比較し，FACSデータ解析ソフトで分析した。 

6. RT-PCR 

c-Myc，Sox2，Nanog，Oct4，Klf4 および Rex1 の遺伝子発現を RT-PCRで

解析した。培養細胞が 100 mm培養ディッシュにおいて約 80%コンフルエント

に到達後，NucleoSpin RNAⅡ（Macherey-Nagel）を用いて RNAを抽出後，

ReverTra AceR qPCR RT Kit（Toyobo）により cDNAを合成した。PCR thermal 

cycler（Takara）を用い，第 1表に示すプライマーを使用して PCR反応後，増

幅した PCR 産物を 2%アガロースゲルにて電気泳動を行い，遺伝子発現の有無



を確認した。 

7. 分化能 

過剰歯由来歯髄細胞の分化能を評価するために，骨芽細胞および脂肪細胞へ

の分化誘導実験を行った。 

1）骨芽細胞への分化誘導と評価 

12 wellプレートに 1.5 × 103個/ wellの培養細胞を播種し，細胞が 80%コン

フルエントになった時点（0日目）で増殖培地から骨芽細胞誘導培地に交換して

21 日間培養した。骨芽細胞誘導培地はα-MEM 培地に 5%FBS，10 mM デキ

サメタゾン（Sigma），10 mM β-グリセロリン酸（Sigma），50 µg/ml L-アス

コルビン酸（Wako），1 mM カルシトリオール（Wako），1％ ペニシリン-スト

レプトマイシンを添加した。培地交換は 1 週間に 2 回行った。培養 1，3，7，

14，21日目に 10%中性ホルマリン緩衝液で固定し，Alkaline phosphatase（ALP）

活性を ALP 染色で，石灰化 nodule 形成をアリザリン赤染色で評価した。カル

シウム Eテストキット（Wako）を用いて，培養 21日後の上清を除去後，300 µl

の 0.5 M HClを添加して石灰化物を溶解し，カルシウム沈着量を定量した。コ

ントロールには増殖培地の細胞群を用い同様の実験を行った。得られたデータ

について，Student’s t-testによる統計解析を有意水準 1%にて行った。 

2）脂肪細胞への分化誘導と評価 



12 well プレートに 1.5 × 103個/ well の培養細胞を播種し，約 80%コンフ

ルエントの時点（0日目）で増殖培地から脂肪細胞誘導培地に交換した。脂肪細

胞誘導培地は，α-MEM培地に 5% FBS，1 µM デキサメタゾン，0.2 mM イ

ンドメタシン（Sigma），170 nM インスリン（Sigma），0.5 mM イソブチルメ

チルキサンチン（Sigma），1% ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した。培

地交換は 1週間に 2回行った。培養 46日目に，オイルレッド O染色で染色後，

位相差顕微鏡下で脂肪滴の有無を観察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



成績 

1. 試料とした過剰歯の特徴 

本研究で用いた過剰歯 10歯中 9歯が，上顎正中部に存在した逆生の埋伏過剰

歯であり，1歯が上顎乳歯列正中部に存在した順生歯であった。過剰歯の形態は

円錐状が 6歯，犬歯様が 4歯であった。 

2. 表面抗原のフローサイトメトリー解析 

細胞の表面抗原の発現を解析した（第 2表）。MSCsに共通のマーカーである

CD13，CD44，CD73，CD90，および CD146 は高い発現を示した。一方で，

MSCsに共通のマーカーの中で CD271， STRO-1そして SSEA4の発現は低か

った。 

3. コロニー形成能 

コロニー形成が認められた培養 9日目において，10歯すべてでコロニー形成

が認められた。最初に播種した 100細胞から形成されたコロニーの比率は，46.6 

± 5.1％であった。 

4. 細胞増殖能および細胞周期 

培養細胞を播種後，2日目から 4および 6日目にかけて細胞数はそれぞれ約 2

倍に増加し，6日目から 8日目にかけては約 5倍の増加が認められた。 10日目

から 12日目にかけては細胞数の増加は認められなかった（第 1図）。 



細胞周期の解析から，DNA合成期の S期における細胞数の割合は 19.4%であ

り，細胞分裂期である G2/M 期における 12.0%と比較して高値を示した（第 3

表）。 

5. RT-PCR  

過剰歯由来歯髄細胞において，未分化マーカーである c-Myc， Sox2，Nanog，

Oct4，Klf4，Rex1の遺伝子発現が認められた（第 2図）。 

6. 分化能 

骨芽細胞誘導培地および増殖培地を用いた実験から，21 日間の培養の過程で

両培地とも ALP 活性は上昇した（第 3 図）。骨芽細胞誘導培地で培養した細胞

群は，増殖培地で培養した細胞群と比較して，誘導開始から 3 日目において高

い ALP 陽性反応が観察された。その後，14 および 21 日目になると 3 および 7

日目と比較して，ALP陽性反応がより強くなった。 

骨芽細胞誘導培地では，培養 21 日目にアリザリン赤陽性の石灰化 nodule が

観察されたが，増殖培地では観察されなかった。骨芽細胞誘導培地で培養した

細胞群は，Ca沈着量がコントロール群と比較して有意に高値を示した（P < 0.01）

（第 4図）。 

脂肪細胞誘導培地で培養した細胞では，培養 46日目にオイルレッド O陽性細

胞が観察された（第 5図）。しかし，陽性細胞数は１培養ディッシュあたり 1～2



個であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



考察 

過剰歯の歯髄にMSCs が存在していることを，2008年に Huangら 20)が初め

て報告した。2011 年には Lee ら 21)が過剰歯歯髄由来の MSCs と乳歯歯髄由来

の MSCs の特性を比較した結果を報告している。それらの研究で，過剰歯歯髄

由来の MSCs はコロニー形成能ならびに細胞増殖能において乳歯歯髄由来の

MSCs に劣るものの，フローサイトメトリーによる幹細胞マーカーの発現，細

胞形態および多分化能は類似した特性があることが報告された。正中過剰歯は，

小さい円錐形の歯冠部と短い単根管からなるものが多く，60～80%が埋伏歯で

ある 6,7,19,22,23)。今回の研究で用いた過剰歯は，10歯中 6歯の歯冠が円錐状の形

態を示し，残りの 4 歯が犬歯様の形態を示した。過剰歯の形態が通常の乳歯や

永久歯と異なる場合には，歯髄内のMSCsの特性も異なることが推測されるが，

正中過剰歯由来の MSCs の特性についての検討はされていない。そこで本研究

では，これら正中過剰歯 10歯を用いて，過剰歯の歯髄由来細胞の特性を検討し

た。 

Huangら 20)の研究において，過剰歯の歯髄由来細胞はコロニー形成能，骨芽

細胞および脂肪細胞への多分化能，および Nanog，Rex1および Oct4の遺伝子

の発現が報告されている。そこで，本研究においても同様に，歯髄から外生し

た細胞を用いて，表面抗原，コロニー形成能，細胞増殖能，未分化マーカーの



発現および分化能について解析した。本研究でもすべての症例においてコロニ

ー形成能が認められ，骨芽細胞誘導培地を用いて培養を行うと，ALP 染色及び

アリザリン赤染色において陽性反応を示したことより，骨芽細胞あるいは象牙

芽細胞への分化が誘導されたことが確認された。一方で，脂肪細胞へ分化誘導

した場合，オイルレッド O 染色に陽性を示す細胞は，各培養ディッシュあたり

１～２個しか認められなかった。過去の研究では，過剰歯の歯髄由来 MSCs を

脂肪細胞に分化誘導すると，オイルレッド O 陽性細胞が多数観察されることが

報告されている 20,21)。本実験で用いた細胞群は脂肪細胞に分化する能力が低く， 

骨芽細胞もしくは象牙芽細胞への分化能力が高かったことから，本研究で用い

た歯髄細胞は硬組織形成細胞としての性格を強く帯びていると示唆された。 

永久歯および乳歯歯髄由来のMSCsでは，Oct4， Sox2， Nanogおよび Rex1

等の未分化マーカーの遺伝子発現が認められている 24-27)。今回の研究でも，こ

れらすべての遺伝子の発現が認められた。さらに，フローサイトメトリーの解

析を行ったところ，歯髄に特徴的な間葉系幹細胞のマーカーである CD146 28-32)

の発現が認められた。これらの結果は，MSCs の特性を有する細胞が過剰歯の

歯髄に存在することを示している。 

以上のことから，今回実験に用いた過剰歯 10歯の歯髄組織から外生によって

得た間葉系細胞群には，硬組織形成細胞に分化しうるMSCsが含まれ，in vivo



においては象牙芽細胞に分化すると示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



結論 

正中過剰歯10歯由来の歯髄細胞の特性を明らかにすることを目的に実験を行

い，以下の結果および結論を得た。 

1. 細胞表面抗原 CD13，CD44，CD73，CD90 および CD146 の発現は高かっ

たが，CD271，STRO-1，SSEA4の発現は低かった。 

2. 10歯全例でコロニー形成能と高い細胞増殖能が認められた。 

3. c-Myc，Sox2，Nanog，Oct4，Klf4，Rex1の遺伝子発現が認められた。 

4. 骨芽細胞および脂肪細胞への分化能が認められた。 

以上から，正中過剰歯歯髄由来の間葉系細胞群には，硬組織形成細胞に分化

しうるMSCsが含まれると示唆された。 
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