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研究成果の概要（和文）：歯の発生は、外胚葉性の上皮細胞と外胚葉性の神経堤細胞の相互作用によって始ま
る。そこで、われわれは、歯の組織形成を可能とする神経堤細胞をiPS細胞を作り出すことと、その神経堤細胞
から歯の組織を再生させることを目的に本課題に取り組んだ。そして、この3年間の研究機関において、ヒト歯
髄細胞からiPS細胞を樹立後に、神経堤細胞に分化誘導させて移植すると象牙質、セメント質が再生できること
を確認できた。

研究成果の概要（英文）：Tooth development is started from the interaction between epithelial and 
neural crest derived mesenchymal cells. We try to induce human iPS cells into neural crest cells to 
develop dental tissues. First, we are successfully induced the human iPS cells into neural crest 
cells. Then, the dentin and cementum formation are successfully generated from transplanted the 
combination both neural crest cells and dental epithelial cells in tissue engineering methods. These
 results indicated that the object in this study are almost achieved during three years.

研究分野：組織学・発生学
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１．研究開始当初の背景 
歯の外形全体を再生させる研究では、マ

ウス帽状期の歯胚の細胞からはほぼ完全な

歯を再生できることが報告されている(東

京理科大 Nature Methods 2009)。しかし、

実際の臨床を考えると、胎児期の歯胚を用

いることは困難と考えるので、生後の歯胚

を使うことが必須と考える。しかし、これ

までの生後の歯胚細胞から歯全体を再生さ

せることは大変難しいことが分かってきた。

2008 年に発見された iPS 細胞は、成体の細

胞から歯を再生させることを可能とする細

胞源となる。そこで、臨床応用可能となる

ヒトの細胞から樹立した iPS 細胞を用いた

歯の再生方法を確立することを目的に研究

計画を立案したが、iPS 細胞と歯の形成細胞

と混合させて移植すると iPS 細胞からエナ

メル芽細胞、象牙芽細胞への分化は確認で

きたが、テラトーマが 100％形成される。そ

こで、iPS 細胞を神経堤細胞に分化させてテ

ラトーマを形成せずに、歯の組織を再生す

る手法を確立することを本研究の目的とし

た。 

 

２．研究の目的 

当初の本研究課題の大きな目的は次の３

つであった。 

1)iPS 細胞から誘導した神経堤細胞が象牙

芽細胞およびセメント芽細胞に分化できる

ことを明らかにする。 

２）その神経堤細胞と上皮組織および上皮

細胞とを組み合わせて歯全体を再生させる。 

３）移植してできた再生歯の形態が正常な

形態となる組み合わせ方法を明らかにする

ことであった。 

 

３．研究の方法 

１）乳歯及び永久歯の歯髄細胞に核初期化物

質 Oct3/4、 Klf4 および Sox2 にて、iPS 細胞

を樹立する。iPS 細胞の確認については移植

実験にて 3 胚葉に分化することを確認する。 

２）iPS 細胞から神経堤細胞への分化誘導は、

EB を作製後、神経堤細胞分化誘導培地を用い

て誘導する。培養後 4～5 日後に細胞凝集塊

をフィブロネクチンコート培養皿に移し、培

養を続けると細胞凝集塊は培養皿底面に接

着し、細胞凝集塊から増殖・遊走した細胞を

p75NTR、 Nestin、AP2 の分化マーカーにて確

認する。 

３）生後 6か月のブタ下顎にある埋伏してい

る鐘状期の第 3大臼歯を抜歯後、ディスパー

ゼにて上皮と歯乳頭を分離し、上皮組織と神

経堤細胞を組み併せてヌードラットの腹部

大網に移植する。ブタ歯胚細胞のみを移植し

た時には、象牙質の形成が 8～12 週で、エナ

メル質形成が 12～14 週で観察している。そ

こで、移植期間は 4、6、8、12、14 週として、

再生組織を評価する。 

その評価方法として、移植した細胞の局在

をヒトミトコンドリア抗体にて同定する。さ

らに、細胞特異的な抗体にて移植した iPS 細

胞が象牙芽細胞、エナメル芽細胞およびセメ

ント芽細胞に分化することを明らかにする。 

 

４．研究成果 

本研究が始まるまでに、ヒト歯髄細胞から

iPS 細胞は樹立できた。また、この iPS 細胞

と歯の細胞を混合して移植するとエナメル

質、象牙質、およびセメント質が形成される

ことが分かった（J Hard Tissue Biology in 

press）。しかしながら、テラトーマが観察さ

れたことから、歯髄細胞から樹立した iPS 細

胞から神経堤細胞への分化誘導を試みるこ

ととなった。分化誘導方法は、ヒト ES 細胞

から誘導する方法を用いて行ったところ、神

経堤細胞のマーカーの遺伝子発現およびタ

ンパクの発現を確認したので、神経堤細胞に

分化していることが示唆された。しかしなが

ら、一部のマーカーで異なるパターンを示し

たので、分化誘導して得られた神経堤細胞を



さらにシュワン細胞への分化誘導を試みた

ところ、シュワン細胞のマーカーの発現が確

認できた。さらに、神経堤細胞の多分可能を

確認するために組織工学的手法を用いて移

植したところ、骨芽細胞および軟骨細胞に分

化することを確認した。以上の in vitro と

in vivo の実験結果から iPS 細胞から神経堤

細胞に分化できたと結論付けた。次に、この

分化誘導した神経堤細胞から歯の形成細胞

への分化能を確認することを計画した。 

最終年度は、研究分担者が日本大学歯学部

から愛知学院大学歯学部に移動になったこ

とから、今年、新たに理研から線維芽細胞か

ら作製したヒト iPS 細胞（253G1)を購入し、 

神経堤細胞への誘導を行うことから実験を

開始した。線維芽細胞から作製した iPS 細胞

においても神経堤細胞への誘導は可能であ

った。さらに、iPS 細胞から誘導した神経堤

細胞の特性としてシュワン細胞に分化する

ことも確認した。 

次に、この神経堤細胞が歯の形成細胞に分

化できることを確認するために、ブタ歯胚上

皮組織と混合してヌードラットの大網に移

植した。移植 20 週後に、移植体を観察する

と、全ての移植体において奇形種は認められ

なかった。次に、マイクロ CT による観察を

行うと硬組織が確認できた。そこで、組織学

的に解析を行うと、エナメル質、象牙質、セ

メント質および骨が観察できた。そこで、各

組織の評価のために、特異的抗体を用いて免

疫科学的に、アメロゲニン、デンチンシアロ

プロテイン、ボーンシアロプロテイン抗体に

てエナメル質、象牙質およびセメント質であ

ることを確認した。次に、担体に形成された

組織および細胞が移植した神経堤細胞由来

であることを確認するためにヒト核抗体お

よびヒトミトコンドリア抗体を用いて確認

したところ、エナメル芽細胞、象牙芽細胞お

よびセメント芽細胞において陽性反応が認

めた。神経堤細胞はヒト iPS 細胞から分化誘

導した細胞であり、移植した動物はラット、

また、神経堤細胞と混合したブタ由来の上皮

細胞であることから、ヒト核抗体への交差性

が無いことを確認し、移植した細胞から誘導

した細胞であることを確認した。以上の結果

から、それぞれの組織は移植した神経堤細胞

から分化誘導したエナメル芽細胞、象牙芽細

胞、セメント芽細胞から形成されたことが明

らかになった。これらの結果については現在、

投稿準備中である。 
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