
(57)【要約】

【課題】非侵襲的に且つ容易に入手することができる未

分化多能性細胞と、これを用いた利用価値の高い移植物

とを提供する。

【解決手段】歯髄細胞又は歯嚢細胞から未分化多能性細

胞を得る。この未分化多能性細胞と、骨芽細胞誘導因子

と、β－ＴＣＰとを混合して、関連組織又は歯を作製す

る。

【選択図】　　　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
歯 関 連 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 歯 関 連 細 胞 が 歯 嚢 細 胞 及 び 歯 髄 細 胞 の 少 な く と も 一 方 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 記 載 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 象 牙 質 形 成 能 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又
は ２ 記 載 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
歯 関 連 細 胞 か ら 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 得 て 、 得 ら れ た 未 分 化 多 能 性 細 胞 か ら 関 連 組 織 又 は 歯
を 作 製 す る こ と を 特 徴 と す る 関 連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 歯 関 連 細 胞 が 歯 嚢 細 胞 及 び 歯 髄 細 胞 の 少 な く と も 一 方 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
４ 記 載 の 関 連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 未 分 化 多 能 性 細 胞 と 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 と 、 担 体 マ ト リ ッ ク ス と を 混 合 す る こ と を 含
む 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 関 連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 未 分 化 多 能 性 細 胞 及 び そ れ を 用 い た 関 連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 に 関 し 、 特 に 、 歯
科 分 野 に 限 ら ず 利 用 可 能 性 の 高 い 未 分 化 多 能 性 細 胞 及 び こ の 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 用 い た 関
連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
現 在 の 移 植 技 術 に お い て 、 事 故 な ど で 欠 損 し た 自 己 組 織 の 修 復 に 自 己 又 は 他 人 の 組 織 が 使
用 さ れ て い る 。 特 に 、 拒 絶 反 応 等 の 問 題 を 回 避 す る た め に 、 組 織 適 合 抗 原 が 一 致 し て い る
組 織 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い こ と は 、 一 般 的 に よ く 知 ら れ て い る 。 ま た 、 採 取 さ れ る 細
胞 数 が 足 り な い 場 合 な ど に は 、 培 養 細 胞 を 用 い る こ と も 実 施 さ れ て い る 。 し か し 、 同 種 の
細 胞 を 採 取 し て 培 養 す る 方 法 で は 、 培 養 元 と な る 細 胞 を そ も そ も 採 取 で き な い 場 合 や 、 他
の 部 位 か ら 適 切 な 細 胞 を 採 取 で き な い 場 合 な ど に 対 応 す る こ と が で き な い と い う 問 題 が あ
る 。 多 く の 場 合 、 移 植 を 受 け る よ う な 状 況 は 緊 急 性 も 高 く 、 こ の よ う な と き に 、 移 植 対 象
と な る 細 胞 そ の も の の 提 供 を 待 つ に は 、 時 間 が か か り す ぎ る 。 こ れ を 解 決 す る た め に 、 あ
ら か じ め 不 要 と な っ た 組 織 か ら 幹 細 胞 を 採 取 し て お く か 、 複 数 の 細 胞 種 に 分 化 誘 導 可 能 な
前 駆 体 細 胞 、 即 ち 幹 細 胞 を 利 用 す る こ と が 提 案 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
幹 細 胞 の う ち 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） が あ ら ゆ る 種 類 の 組 織 に も 分 化 す る こ と が で き 、 増
殖 能 力 も 高 い こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 胚 性 幹 細 胞 の 取 扱 い に は 倫 理 上 の 問 題 も 多 い
た め 、 胚 性 幹 細 胞 で は な く 、 他 の 臓 器 中 に 存 在 す る 幹 細 胞 の 利 用 が 提 案 さ れ て い る 。
特 に 、 骨 、 軟 骨 、 心 臓 、 神 経 、 腱 な ど の 細 胞 に 分 化 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 間 葉 系 幹 細
胞 は 、 需 要 が 高 い 適 用 臓 器 の 範 囲 を 網 羅 す る た め 、 注 目 を 集 め て い る 。 こ の よ う な 間 葉 系
幹 細 胞 は 、 骨 髄 （ 非 特 許 文 献 １ 及 び ２ 参 照 ） 、 末 梢 血 （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 、 臍 帯 血 （ 非
特 許 文 献 ４ 参 照 ） 、 脂 肪 細 胞 （ 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） な ど の 組 織 か ら 単 離 さ れ 、 又 は こ れ ら
の 組 織 中 で の そ の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】
Mark F. Pittenger, et. al., Science, (1999) vol.284, pp143-147
【 非 特 許 文 献 ２ 】
Katia Mareschei, et. al., Haematologica (2001) vol.6, pp1099-1100
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【 非 特 許 文 献 ３ 】
Sergei A. Kuznetsov, et al., The journal of Cell Biology, (2001) vol.153, pp1133
-1139
【 非 特 許 文 献 ４ 】
Alejandro Erices, et al., British Journal of Haematology (2000) vol.109, pp235-2
42
【 非 特 許 文 献 ５ 】
Patricia A. Zuk, et al., Tissue Engineering (2001) vol.7(2), pp211-228
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し な が ら 、 こ れ ら の い ず れ の 組 織 か ら の 単 離 方 法 も 侵 襲 性 で あ り 、 痛 み を 伴 う と い う
問 題 が あ る 。 ま た 、 臍 帯 血 か ら 得 ら れ る 幹 細 胞 は 、 血 液 幹 細 胞 が 多 く 間 葉 系 幹 細 胞 が 少 な
い と 言 わ れ て い る 。 一 方 、 骨 髄 由 来 の 間 葉 系 幹 細 胞 は 、 骨 髄 バ ン ク か ら の 骨 髄 に 頼 ら ざ る
を 得 な い が 、 現 状 で は 骨 髄 バ ン ク に 登 録 さ れ て い る 骨 髄 の 数 が 充 分 で な い 。 そ の 上 、 い ず
れ の 組 織 か ら の 間 葉 系 幹 細 胞 の 単 離 方 法 は 、 完 成 し た も の で な い 。
こ の よ う に 、 間 葉 系 幹 細 胞 に つ い て 複 数 の 臓 器 で の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る も の の 、 こ の よ
う な 未 分 化 多 能 性 細 胞 の 入 手 が い ず れ も 容 易 で は な く 、 利 用 価 値 の 高 い 細 胞 で あ る こ と が
認 識 さ れ て い る に も か か わ ら ず 、 現 在 、 そ の 高 く 且 つ 緊 急 に 対 処 す べ き 需 要 に 応 え て い な
い 。
従 っ て 、 本 発 明 は 、 非 侵 襲 的 に 且 つ 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 未 分 化 多 能 性 細 胞 と 、 こ
れ を 用 い た 利 用 価 値 の 高 い 移 植 物 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 歯 関 連 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 。
ま た 本 発 明 の 関 連 組 織 又 は 歯 作 製 方 法 は 、 歯 関 連 細 胞 か ら 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 得 て 、 得 ら
れ た 未 分 化 多 能 性 細 胞 か ら 関 連 組 織 又 は 歯 を 作 製 す る こ と を 特 徴 と し て い る 。
上 記 発 明 に お い て 歯 関 連 細 胞 と は 、 歯 嚢 細 胞 及 び 歯 髄 細 胞 の 少 な く と も 一 方 で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 歯 関 連 細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
歯 関 連 細 胞 に 、 多 種 の 細 胞 に 分 化 可 能 な 未 分 化 多 能 性 細 胞 が 含 ま れ る と い う 知 見 に 基 づ い
て い る 。 歯 関 連 細 胞 は 、 骨 髄 等 と 異 な り 、 親 知 ら ず な ど 不 要 と な っ た 歯 を 利 用 す る こ と も
で き 、 容 易 に 入 手 可 能 な も の で あ る 。 こ の た め 、 本 発 明 に よ れ ば 、 有 用 な 未 分 化 多 能 性 細
胞 を 、 よ り 簡 便 な 経 路 で 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 に お け る 歯 関 連 細 胞 は 、 哺 乳 類 の 口 腔 内 に あ っ て 歯 を 構 成 す る 細 胞 群 や 、 歯 に 付 着
し て 若 し く は 歯 の 周 囲 に 存 在 す る 細 胞 群 を 言 い 、 好 ま し く は 歯 髄 細 胞 及 び 歯 嚢 細 胞 の 少 な
く と も 一 方 で あ る 。
図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 萌 出 前 の 歯 （ 歯 胚 ） は 、 口 腔 粘 膜 組 織 に 埋 没 し て お り 、 歯 嚢 に よ
り 包 ま れ て い る 。
こ こ で 、 歯 髄 細 胞 と は 、 歯 の 中 核 に み ら れ る 血 管 と 神 経 に 富 ん だ 結 合 組 織 の 細 胞 群 で あ る
。 歯 嚢 細 胞 と は 、 歯 槽 突 起 内 に あ っ て 萌 出 以 前 の 歯 を 包 む 歯 嚢 を 構 成 す る 細 胞 群 で あ る 。
本 発 明 に お い て 、 歯 髄 細 胞 及 び 歯 嚢 細 胞 と は 、 こ の よ う な 生 体 内 で の 解 剖 学 的 な 位 置 で 特
定 さ れ る 細 胞 群 を そ れ ぞ れ 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
こ れ ら の 細 胞 は 、 当 業 界 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 採 取 す る こ と が で き る 。 特 に 、 歯 の 治 療 に
伴 う 抜 歯 に よ り 得 ら れ た 歯 、 又 は 抜 歯 の 際 に 歯 と 共 に 歯 肉 か ら 分 離 さ れ た も の に 由 来 す る
こ と が 好 ま し い 。 多 く の 場 合 、 抜 歯 は 歯 に お け る 異 常 ／ 問 題 が 原 因 で 行 わ れ る た め 、 抜 歯
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に 伴 い 入 手 可 能 な 歯 関 連 細 胞 自 体 は 、 細 胞 の 有 す る 特 性 を そ の ま ま 保 持 し て い る 。 こ の た
め 、 こ の よ う な 歯 関 連 細 胞 を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
特 に 、 い わ ゆ る 「 親 知 ら ず 」 に つ い て は 、 し ば し ば 不 要 と な っ て 抜 歯 す る こ と が 多 く 、 親
知 ら ず の 抜 歯 は 、 ま だ 萌 出 し て い な い と き に 行 う 場 合 も あ る 。 こ の た め 、 歯 を 包 む 歯 嚢 細
胞 を 採 取 す る に は 特 に 好 ま し い 。 こ の よ う な 細 胞 の 入 手 方 法 を 採 用 す る こ と に よ っ て 、 従
来 、 廃 棄 物 と し て 処 理 さ れ て い た 歯 関 連 細 胞 を 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る と 共 に 、 細 胞
の 入 手 を 目 的 と し て は 新 た に 痛 み を 伴 う こ と な く 所 望 の 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
な お 、 回 収 さ れ た 歯 関 連 細 胞 に 、 例 え ば 結 合 組 織 や デ ブ リ ス な ど が 含 ま れ て い る 場 合 に は
、 適 当 な 酵 素 、 例 え ば デ ィ ス パ ー ゼ 、 ト リ プ シ ン な ど や 、 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ な ど を 用 い て
除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 に お け る 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 上 述 の よ う に し て 回 収 さ れ た 歯 関 連 細 胞 集 団 を 外 植
片 培 養 （ explant culture） に 付 し て 、 付 着 細 胞 群 を 選 別 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 単 離
す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 培 地 に は 、 細 胞 培 養 の 分 野 で 既 知 の 培 地 、 例 え ば ダ
ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 最 小 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ )(１ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む ） が 挙 げ ら れ る 。 こ の 際
に 培 養 条 件 と し て は 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 、 室 温 ３ ７ 度 、 湿 度 ９ ０ ％ 下 と す る こ と が 好 ま し い 。
な お 、 こ れ ら の 培 養 条 件 及 び 培 地 は 、 回 収 さ れ た 未 分 化 多 能 性 細 胞 の 細 胞 数 を 増 や す た め
の 培 養 に も 、 同 様 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 と は 、 多 種 の 細 胞 に 分 化 可 能 な 付 着 性 の 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の
細 胞 は 、 未 分 化 間 葉 系 幹 細 胞 に 近 い 性 質 を 示 し 、 間 葉 系 幹 細 胞 と 同 様 の 表 面 マ ー カ ー 、 例
え ば Ｃ Ｄ １ ０ ５ 、 Ｃ Ｄ １ ０ ６ 、 Ｃ Ｄ ２ ９ 、 Ｃ Ｄ ４ ４ を ポ ジ テ ィ ブ と し 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ ３
４ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ を ネ ガ テ ィ ブ 発 現 し て い る と 考 え ら れ る 。
本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 象 牙 質 形 成 能 を 有 す る 象 牙 芽 細 胞 へ の 誘 導 能
を 有 す る 。 特 に 、 歯 嚢 細 胞 又 は 歯 髄 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 象 牙 芽 細 胞 へ の 誘 導 能
を 有 し て い る 。 こ の 象 牙 芽 細 胞 へ の 誘 導 能 は 、 当 業 界 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ と
が で き る 。 即 ち 、 特 定 の 細 胞 へ の 分 化 誘 導 が 知 ら れ て い る 誘 導 因 子 を 培 地 に 添 加 し て 培 養
す る こ と に よ り 、 特 定 細 胞 に 分 化 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 形 態 に 特 徴 の あ る 細 胞 群 へ
の 分 化 誘 導 は 、 分 化 後 の 形 態 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
特 に 、 象 牙 芽 細 胞 へ の 誘 導 能 は 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 を 付 加 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が
で き る 。 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 と し て は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 β － グ リ セ ロ ホ
ス フ ェ ー ト 、 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 そ の 機 能 に 基 づ い て 分 化 さ せ て 、 多 種 の 細 胞 を 供 給 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 多 種 の 細 胞 を 得 る た め に 個 々 の 組 織 か ら 目 的 と す る 細 胞 を 直 接
採 取 す る こ と や 骨 髄 等 か ら 幹 細 胞 を 得 る こ と と 比 較 し て 、 本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 用
い る こ と に よ り 、 目 的 と す る 細 胞 を 容 易 に か つ 大 量 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
特 に 、 本 発 明 に は 、 上 記 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 用 い て 、 こ の 未 分 化 多 能 性 細 胞 か ら 関 連 組 織
又 は 歯 を 作 製 す る こ と が 含 ま れ る 。
こ こ で 、 「 関 連 組 織 又 は 歯 」 と は 、 未 分 化 多 能 性 細 胞 に 関 連 す る 組 織 を い い 、 関 連 組 織 に
は 、 骨 、 軟 骨 、 神 経 な ど が 含 ま れ 、 歯 に は 、 歯 自 体 の み な ら ず 、 歯 の 周 囲 に 存 在 す る 組 織
、 例 え ば 歯 周 組 織 、 象 牙 質 、 セ メ ン ト 質 、 エ ナ メ ル 質 、 骨 、 歯 根 膜 組 織 、 結 合 組 織 な ど が
含 ま れ る 。 「 関 連 組 織 又 は 歯 」 の 作 製 と は 、 い ず れ か 一 方 の み を 作 製 す る 場 合 だ け で な く
、 こ れ ら 両 者 の 双 方 を 作 製 す る 場 合 も 含 む 。
未 分 化 多 能 性 細 胞 か ら 関 連 組 織 又 は 歯 を 作 製 す る に は 、 既 知 の 誘 導 因 子 を 用 い て 目 的 組 織
へ 分 化 誘 導 す る こ と が 含 ま れ 、 例 え ば 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 を 用 い て 象 牙 質 形 成 能 を 刺 激 す
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る こ と が 含 ま れ る 。
好 ま し く は 、 未 分 化 多 能 性 細 胞 と 、 上 述 の 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 と 、 担 体 マ ト リ ッ ク ス と を 混
合 す る こ と が 含 ま れ る 。 担 体 マ ト リ ッ ク ス と し て は 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト な ど の セ ラ
ミ ッ ク ス 、 β － Ｔ Ｃ Ｐ （ β － tricalcium phosphate） な ど の リ ン 酸 化 合 物 、 多 血 小 板 血 漿
（ Ｐ Ｒ Ｐ ） 、 吸 収 性 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ン の り な ど が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 β － Ｔ Ｃ Ｐ と
し て は 、 気 孔 率 が ９ ０ ％ 、 気 孔 径 が ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０ μ ｍ の も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
未 分 化 多 能 性 細 胞 に 対 す る 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 及 び 担 体 マ ト リ ッ ク ス の 混 合 量 は 、 通 常 こ の
目 的 で 用 い ら れ る 量 で よ く 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 未 分 化 多 能 性 細 胞 の 細 胞
数 を １ ０ ６ 個 ／ ｍ ｌ と し た 場 合 に 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 は 、 １ ０ － ５ Ｍ ～ １ ０ － １ ２ Ｍ の デ
キ サ メ タ ゾ ン 、 ５ ｍ Ｍ ～ ２ ５ ｍ Ｍ の β － グ リ セ ロ フ ォ ス フ ェ ー ト 、 ０ ． ０ １ ｍ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ
の ア ス コ ル ビ ン 酸 が そ れ ぞ れ 選 択 さ れ る 。 ま た 、 そ れ ぞ れ １ ０ － ８ Ｍ の デ キ サ メ タ ゾ ン 、
１ ０ ｍ Ｍ の β － グ リ セ ロ フ ォ ス フ ェ ー ト 、 ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ の ア ス コ ル ビ ン 酸 と す る こ と が 特
に 好 ま し い 。
混 合 は 、 上 記 濃 度 に お け る 細 胞 混 濁 液 下 に 担 体 を 浸 漬 し 培 養 を 行 う こ と で 行 う 。 ま た Ｐ Ｒ
Ｐ は 、 １ ０ ％ Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ／ ト ロ ン ビ ン と １ ： １ ～ １ ０ ： １ の 混 合 比 、 好 ま し く は ６ ： １ の
混 合 比 で 、 細 胞 １ ０ ７ 個 ／ ｍ ｌ と 混 合 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に よ り 得 ら れ た 歯 と は 、 象 牙 質 で 形 成 さ れ た 歯 又 は そ の 一 部 を 含 み 、 歯 又 は 歯 断 片
と し て 種 々 の 歯 科 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 従 来 、 無 機 物 を 利 用 し て 行 っ
て い た 歯 の 欠 損 部 の 治 療 に 適 用 し て 、 生 体 に 近 い 状 態 に 修 復 さ せ る こ と が で き る 。
ま た 、 本 発 明 に よ り 得 ら れ た 歯 若 し く は 歯 断 片 や 歯 周 辺 組 織 、 或 い は 未 分 化 多 能 性 細 胞 の
関 連 組 織 を 予 め 大 量 に 作 製 し て お き 、 必 要 時 に 備 え て お く こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 多
種 の 組 織 を 容 易 に 提 供 す る こ と が で き る 。
さ ら に 、 本 発 明 に よ る 関 連 組 織 又 は 歯 で は 免 疫 原 性 が 低 い こ と も 考 え ら れ 、 こ の 場 合 に は
、 自 家 及 び 他 家 に か か わ ら ず 広 く 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 実 施 例 】
１ ． 未 分 化 多 能 性 細 胞 の 回 収 及 び 分 化 誘 導
［ 試 料 の 調 製 ］
不 要 と な っ て 抜 歯 を 行 っ た ヒ ト 第 ３ 大 臼 歯 歯 胚 を イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 後 に 採
取 し た 。 採 取 後 、 可 及 的 速 や か に 歯 胚 よ り 、 歯 嚢 組 織 、 及 び 歯 髄 組 織 を 肉 眼 的 に 切 離 、 採
取 し た （ 図 １ 参 照 ） 。 口 腔 粘 膜 細 胞 は 、 歯 胚 周 辺 の 粘 膜 組 織 よ り 採 取 し た 。
そ れ ぞ れ の 組 織 を 、 ７ ５ ｃ ｍ ２ フ ラ ス コ に て 外 植 片 培 養 に 付 し た 。 使 用 培 地 は 、 ギ ブ コ 社
製 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） に 2０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） 、 ４ ｍ Ｍ
の グ ル タ ミ ン 及 び ０ ． ０ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た も の を
用 い た 。 培 養 条 件 は 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で 、 ３ ０ 日 程 度 培 養 し 、 試 料 を 得 た 。 な お 、
培 地 の 交 換 は ２ － ３ 日 毎 に 行 い 、 細 胞 の 継 代 は 、 細 胞 密 度 に 応 じ て 当 業 界 で 通 常 行 わ れ る
よ う に し て 行 っ た 。 得 ら れ た 細 胞 は 、 そ の 付 着 性 及 び 形 態 に よ っ て 特 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
［ Ｒ Ｎ Ａ の 採 取 ］
外 植 片 培 養 に よ り 得 ら れ た 細 胞 を そ れ ぞ れ 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 を 添 加 し た 培 地 を 用 い て 、
象 牙 芽 細 胞 へ 分 化 誘 導 さ せ た 。
細 胞 の 播 種 密 度 は 、 直 径 １ ０ ｃ ｍ の デ ィ ッ シ ュ に ３ ． １ × １ ０ ３ 個 ／ ｃ ｍ ２ と し た 。 使 用
培 地 は 、 ２ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） 、 4ｍ Ｍ の グ ル タ ミ ン 及 び ０ ． ０ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ
ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン ０ ． ０ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 添 加 し 、 更 に 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 と
し て 、 細 胞 １ ０ ６ 個 ／ ｍ ｌ あ た り 、 １ ０ － ８ Ｍ の デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ の ア ス コ
ル ビ ン 酸 ２ リ ン 酸 塩 、 １ ０ ｍ Ｍ の β － グ リ セ ロ リ ン 酸 を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 用 い た 。
Ｒ Ｎ Ａ の 採 取 は 、 キ ア ゲ ン 社 製 Ｒ Ｎ Ａ 採 取 キ ッ ト （ Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ） を 用 い 、 ３ 、 ６ 、 ９ 、
１ ５ 、 ２ １ 、 ２ ７ 日 に そ れ ぞ れ の 細 胞 に つ い て 行 っ た 。 採 取 は 既 知 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ
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た 。 採 取 し た Ｒ Ｎ Ａ は cell bankerを 用 い て － １ ４ ０ ℃ に て 冷 凍 保 存 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
［ リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ］
リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 製 Ａ Ｂ １ ・ プ リ ズ ム ７ ０ ０ ０
・ シ ー ケ ン ス ・ デ ィ テ ク シ ョ ン ・ シ ス テ ム  (AB1 Prisum 7000 Sequence detection syste
m)を 用 い 測 定 を 行 っ た 。 シ ー ケ ン ス に 用 い た プ ラ イ マ ー 及 び タ ッ ク マ ン プ ロ ー ブ に は 、 以
下 の も の を 作 製 し 、 用 い た 。 デ ン チ ン シ ア ロ プ ロ テ イ ン （ Ｄ Ｓ Ｐ ） 、 デ ン チ ン シ ア ロ ホ ス
ホ プ ロ テ イ ン （ Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ ） 、 デ ン チ ン ホ ス ホ プ ロ テ イ ン （ Ｄ Ｐ Ｐ ） 及 び デ ン チ ン マ ト リ ッ
ク ス プ ロ テ イ ン １ （ Ｄ Ｍ Ｐ １ ） は 、 い ず れ も 分 化 成 熟 過 程 の 象 牙 芽 細 胞 に 発 現 す る マ ー カ
ー で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ ：
Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ － １ ６ ３ Ｆ （ GCCATTCCAGTTCCTCAAAGC： 配 列 番 号 １ ）
Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ － ３ ０ ７ Ｒ （ CATGCACCAGGACACCACTT： 配 列 番 号 ２ ）
Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ － ２ ８ ３ Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ （ TGATGGTTCCACTGGCATTTAACTCATCC： 配 列 番 号 ３ ）
Ｄ Ｍ Ｐ ｌ
Ｄ Ｍ Ｐ １ － １ ０ ５ Ｆ （ GATCAGCATCCTGCTCATGTTC： 配 列 番 号 ４ ）
Ｄ Ｍ Ｐ １ － ２ １ ４ Ｒ （ GAGCCAAATGACCTTCCATT： 配 列 番 号 ５ ）
Ｄ Ｍ Ｐ １ － １ ４ ０ Ｔ ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ （ CCTGTGCTCTCCCAGTAACCAGGTATCAAA： 配 列 番 号 ６ ）
Ｄ Ｓ Ｐ ：
Ｄ Ｓ Ｐ － ３ ０ ８ ３ Ｆ （ GTGAAATATCTGGCAAACGAGACA： 配 列 番 号 ７ ）
Ｄ Ｓ Ｐ － ３ ２ ０ ４ Ｒ （ CAGAGTTTCCAGTCCTGAGGTGTA： 配 列 番 号 ８ ）
Ｄ Ｓ Ｐ － ３ １ ２ ７ Ｔ ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ （ ATTGCTGAACTTTGCGCCAATTCA： 配 列 番 号 ９ ）
Ｄ Ｐ Ｐ ：
Ｄ Ｐ Ｐ － ３ ９ Ｆ （ TGATGCTAATTCAGAAAGTGACAATAAC： 配 列 番 号 １ ０ ）
Ｄ Ｐ Ｐ － １ ５ ４ Ｒ （ CATCATCTTCTGCTCCTTTTGAGTC： 配 列 番 号 １ １ ）
Ｄ Ｐ Ｐ － １ ０ ３ Ｔ ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ （ CATCAGAGTTATAAGAAGCATCTCCTCGGC： 配 列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ２ ３ 】
結 果 を そ れ ぞ れ 図 ２ （ Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ ） 、 図 ３ （ Ｄ Ｍ Ｐ １ ） 及 び 図 ４ （ Ｄ Ｓ Ｐ ） に グ ラ フ と し て
示 す 。 な お 、 各 グ ラ フ は 、 リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 測 定 結 果 を 数 値 化 し て 相 対 的 に グ
ラ フ 化 し た も の で あ り 、 × は 歯 髄 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 、 ◇ は 歯 嚢 細 胞 由 来 の 未 分
化 多 能 性 細 胞 、 黒 三 角 は 口 腔 粘 膜 細 胞 を そ れ ぞ れ 示 す 。
図 １ 乃 至 図 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 歯 髄 細 胞 及 び 歯 嚢 細 胞 に お け る Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ 、 Ｄ Ｍ Ｐ １ 及 び
Ｄ Ｓ Ｐ は い ず れ も 、 培 養 開 始 後 約 ２ 週 間 を 経 過 し た 頃 か ら 高 く 検 出 さ れ た 。 こ れ ら は 、 口
腔 粘 膜 細 胞 の も の よ り も 高 い 値 を 示 し て い た 。 こ の こ と は 、 口 腔 粘 膜 細 胞 と 比 較 し て 、 歯
髄 細 胞 及 び 歯 嚢 細 胞 で は 、 培 養 開 始 後 で は 未 分 化 細 胞 で あ っ た が 、 培 養 に よ っ て 分 化 成 熟
が 進 行 し て 象 牙 芽 細 胞 へ と 分 化 し た こ と を 示 唆 し て お り 、 上 皮 細 胞 と は 明 ら か に 異 な る 細
胞 で あ る こ と を 意 味 す る 。
特 に 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 に 対 す る 感 受 性 に つ い て は 、 歯 髄 細 胞 よ り も 歯 嚢 細 胞 の 方 が 高 い
こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 歯 嚢 細 胞 が 、 歯 髄 細 胞 よ り も 未 分 化 で 、 象 牙 質 形 成 能 の 高
い 細 胞 で あ る こ と が 考 え ら れ る 。
こ の よ う に 、 歯 嚢 細 胞 及 び 歯 髄 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 群 に は 、 他 の 細 胞 系 統 に 分 化 可 能 な 未
分 化 多 能 性 細 胞 が 含 ま れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
２ ． 歯 関 連 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 と 骨 髄 系 幹 細 胞 と の 比 較
次 い で 、 本 発 明 の 歯 関 連 細 胞 と し て 歯 髄 細 胞 を 用 い て 、 歯 髄 細 胞 に お け る 多 能 性 を 骨 髄 細
胞 由 来 の 間 葉 系 幹 細 胞 と 比 較 し た 。
歯 髄 細 胞 は 、 上 述 と 同 様 に し て 採 取 し た 。 一 方 、 骨 髄 系 幹 細 胞 は 、 腸 骨 稜 よ り 骨 髄 液 を 採
取 し 、 分 離 同 定 し た 。 こ の 方 法 の 詳 細 は 当 業 界 に お い て 周 知 で あ る 。 歯 髄 組 織 は 、 肉 眼 的
に は 歯 牙 の 硬 組 織 に 囲 ま れ た 内 側 に 存 在 す る 組 織 と さ れ る た め 、 抜 去 歯 な ど を 用 い て 肉 眼
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的 に 同 定 を 行 い 採 取 し た 。
硬 組 織 形 成 の 指 標 と し て は 、 ア ル カ リ ホ ル フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） 活 性 を 用 い た 。 Ａ Ｌ Ｐ 活
性 は 、 一 複 合 体 あ た り の 値 と し て 算 定 し た 。 上 清 ５ μ ｌ を 用 い 、 ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ － ニ ト ロ フ
ェ ニ ル リ ン 酸 （ １ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 含 有 ） １ ｍ ｌ 中 に 滴 下 し た 。 そ の 後 、 混 合 液 ３ ７ ℃ 、
３ ０ 分 反 応 さ せ 、 ０ ． ２ Ｎ の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム に て 反 応 停 止 後 、 ４ １ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測
定 し て 行 っ た 。
骨 髄 系 幹 細 胞 （ □ ） 及 び 誘 導 後 の も の （ ○ ） 、 歯 髄 細 胞 由 来 未 分 化 多 能 性 細 胞 （ 黒 三 角 ）
及 び 誘 導 後 の も の （ ● ） 、 口 腔 粘 膜 細 胞 （ × ） そ れ ぞ れ の 結 果 を 、 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
図 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 誘 導 因 子 に よ っ て 骨 芽 細 胞 に 誘 導 さ れ た 歯 髄 細 胞 及 び 間 葉 系 幹 細
胞 は 共 に 、 培 養 開 始 後 １ ８ 日 頃 か ら Ｄ Ｍ Ｐ １ の 活 性 が 上 昇 し （ 図 ５ （ Ａ ） 参 照 ） 、 こ れ と
共 に Ａ Ｌ Ｐ 活 性 も 上 昇 し た （ 図 ５ （ Ｂ ） 参 照 ） 。
こ の こ と は 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 に よ っ て 、 骨 髄 由 来 の 間 葉 系 幹 細 胞 と 同 様 に 、 歯 髄 細 胞 が
骨 芽 細 胞 に 分 化 誘 導 さ れ た こ と を 示 唆 し 、 骨 髄 由 来 の 間 葉 系 幹 細 胞 と 同 等 の 多 能 性 を 有 し
て い る と 考 え ら れ る 。
む し ろ 、 Ａ Ｌ Ｐ 活 性 の 点 で は 歯 髄 細 胞 由 来 の 骨 芽 細 胞 の 方 が 、 間 葉 系 幹 細 胞 由 来 の 骨 芽 細
胞 よ り も 高 い 活 性 を 示 し て お り 、 歯 髄 細 胞 由 来 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 骨 形 成 に つ い て 間
葉 系 幹 細 胞 よ り も 有 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
３ ． 未 分 化 多 能 性 細 胞 に よ る 関 連 組 織 又 は 歯 作 製
更 に 、 歯 髄 細 胞 と 担 体 マ ト リ ッ ク ス と を 混 合 す る こ と に よ る 関 連 組 織 又 は 歯 の 形 成 に つ い
て 検 討 し た 。
担 体 マ ト リ ッ ク ス と し て は 、 β － Ｔ Ｃ Ｐ を 使 用 し 、 骨 芽 細 胞 誘 導 因 子 は 上 述 と 同 一 の も の
を 用 い た 。 こ れ ら を β － Ｔ Ｃ Ｐ （ 直 径 ５ ｍ ｍ 、 高 さ ４ ｍ ｍ の 円 柱 ブ ロ ッ ク 、 気 孔 径 ２ ０ ０
～ ４ ０ ０ μ ｍ 、 気 孔 率 ９ ０ ％ ） に 対 し 細 胞 数 １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 歯 髄 細 胞 と
混 合 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ２ ０ 日 間 継 代 培 養 し 後 、 ヌ ー ド マ ウ ス 背 部 皮 下 に 移 植 し
た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
移 植 後 １ ６ 日 後 に は 、 顕 微 鏡 所 見 で 、 担 体 の 腔 内 に 硬 組 織 様 組 織 （ 象 牙 質 様 組 織 ： 星 状 細
胞 ） が 観 察 さ れ 、 象 牙 質 が 形 成 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 歯 髄 細 胞 由 来 の 未 分
化 多 能 性 細 胞 は 、 β － Ｔ Ｃ Ｐ と 混 合 す る こ と に よ っ て 、 よ り 強 い 歯 牙 形 成 能 を 有 す る こ と
を 示 唆 し て い る 。
こ の 結 果 か ら 、 欠 損 し た 歯 の 一 部 か ら 組 織 の 再 生 を 行 っ て 修 復 す る だ け で な く 、 個 別 に 歯
の 断 片 を 作 製 し て 、 歯 の 修 復 に 使 用 す る こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 未 分 化 多 能 性 細 胞 は 、 通 常 、 廃 棄 さ れ る こ と が 多 い 抜 歯 さ れ た 歯 か ら 容
易 に 入 手 す る こ と が で き る と 共 に 、 他 の 系 統 の 細 胞 に 分 化 可 能 な 未 分 化 多 能 性 細 胞 で あ る
。 ま た 、 こ の よ う な 未 分 化 多 能 性 細 胞 を 用 い る こ と に よ っ て 、 歯 の 修 復 断 片 等 を 大 量 に 作
製 す る こ と が で き 、 歯 又 は 歯 周 辺 組 織 の 治 療 に 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 未 分
化 多 能 性 細 胞 の 関 連 組 織 を 、 歯 と 同 様 に 作 製 し て 、 組 織 の 提 供 を 必 要 と す る 様 々 な 治 療 に
有 効 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ れ ば 、 非 侵 襲 的 に 且 つ 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 未 分 化 多 能 性 細 胞 と 、 こ れ
を 用 い た 利 用 価 値 の 高 い 移 植 物 と を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 配 列 表 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 歯 髄 細 胞 及 び 歯 嚢 細 胞 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 に か か る 歯 髄 細 胞 等 の Ｄ Ｓ Ｐ Ｐ 活 性 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 に か か る 歯 髄 細 胞 等 の Ｄ Ｍ Ｐ １ 活 性 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 に か か る 歯 髄 細 胞 等 の Ｄ Ｓ Ｐ 活 性 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 （ Ａ ） は 、 本 発 明 の 実 施 例 に か か る 歯 髄 細 胞 等 の Ｄ Ｍ Ｐ １ 活 性 を 説 明 す る グ ラ フ
、 （ Ｂ ） は 、 （ Ａ ） と 同 一 の 細 胞 の Ａ Ｌ Ｐ 活 性 を 説 明 す る グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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