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研究成果の概要（和文）：本研究は、我々の最終ゴールである未来の歯科インプラント“再生歯インプラント”
に向けたエナメル質の再生、すなわち「バイオエナメル」による歯冠の再生を実現することを目的とした。本手
法は、iPS細胞やES細胞などの多能性幹細胞と新規器官培養技術を融合し、がん化・腫瘍化を生じることがない
新しい再生医療技術である。本研究によって、器官培養のプロトコールの検証と改良にあわせて、ミニブタ胎生
期エナメル上皮細胞株の樹立と歯性間葉系幹細胞を活用したバイオエナメルの創製法の確立を着実に進めた。

研究成果の概要（英文）：In vitro engineering of bio-enamel is one of the ultimate goals in 
regenerative dentistry. This project aimed to establish (1) an ameloblast-lineage cell line derived 
from pluripotent stem cells (ES/iPS cells) using our novel organ culture system and (2) an 
ameloblast cell line derived from embryonic tooth buds of fetal miniature swine, and to isolate and 
characterize (3) mesenchymal stem cells derived from extracted human teeth (dental MSCs). These 
ameloblastic epithelial cells and dental MSCs facilitate establishment of epithelial-mesenchymal 
interactions in vitro, which is a critical event for engineering bio-enamel. We have made several 
breakthroughs in the aforementioned challenges and will utilize the valuable data in our future 
studies.

研究分野： 発生・再生医科学
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１．研究開始当初の背景 
 過去の歯の再生研究は、マウス胎仔の歯胚
を酵素処理して個々の細胞を分離し、これら
を再度ゲルで固めて細胞のかたまりを作製
する。これを実験動物に移植すると歯の形成
が観察されることから、歯の発生を人工的に
再現した基礎研究として理解することがで
きる。しかし、ヒト歯胚は入手できず、動物
移植は感染や免疫拒絶などのリスクがある
ため、再生医療としての臨床応用は難しい。 
 本研究は、近年急速に研究開発と臨床応用
が進む多能性幹細胞（ES 細胞、iPS 細胞）
を用いることで、歯胚や動物移植を使用せず
に体外培養で歯の再生を実現することを最
終ゴールとして、歯冠の再生を目的としたエ
ナメル質の再生をめざした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、歯の再生を実現する未来の歯科
インプラント“再生歯インプラント”の開発
を最終ゴールとしたエナメル質の再生、すな
わち「バイオエナメル」の創製を目的とした。 
本手法は、iPS 細胞や ES 細胞などの多能

性幹細胞と、我々が特許を有する新規器官培
養技術を融合し、がん化・腫瘍化を生じるこ
とがない新しい再生医療技術である。 
 
３．研究の方法 
 本研究で開発を進めた新規器官培養法は、
多能性幹細胞（ES／iPS 細胞）の最大の問題
であるがん化・腫瘍化を回避して、安全に医
療応用するための再生医療技術である。本研
究では、培養維持が比較的安定したマウス
ES 細胞を多能性幹細胞として使用し、後述
する新規器官培養法を確立することで、ヒト
iPS 細胞へと研究を進める計画であった。 
本手法は、ペトリ皿のフタ内面にマウス

ES 細胞懸濁液の液滴を作り、フタをひっく
り返して懸滴培養（hanging drop culture）
を行う。数日間培養すると、ES 細胞は胚様
体（embryoid body）と呼ばれる二層性バル
ーンを形成する。この胚様体を灌流培養装置
に移して器官培養することで、三胚葉性構造
体 “胚子様モンスター” を作出できる。この
モンスター内部には、三胚葉性組織のほかに
「歯胚」も再生されており、構成細胞として
は成熟したエナメル芽細胞や象牙芽細胞を
認める。一方で、モンスター内部を詳細に観
察しても腫瘍やがん組織を認めることはな
く、多能性幹細胞を用いながらも各種組織・
臓器を構成する機能性細胞を獲得できる新
手法である。したがって本手法は、従来の多
能性幹細胞研究で課題であった不完全な分
化誘導や未分化細胞の残存によるがん化・腫
瘍化を解決する革新的技術である。 
本研究では、胚子様モンスターから歯胚を

摘出し、培養下でエナメル上皮細胞を選択的
に分離して細胞株を樹立することで、エナメ
ル質形成細胞が安定的に得られるため、バイ
オエナメル形成の有力な候補細胞として着

目した。 
並行して、前臨床研究で多用されるミニブ

タ胎仔の頭部から胎生期歯胚由来のエナメ
ル上皮細胞の分離・同定を行った。この細胞
試料は、ヒトに準ずる高等哺乳類であるミニ
ブタの細胞株であるため、従来の研究で一般
的であったマウス切歯（常生歯）の細胞株と
は大きく異なり、エナメル形成の解析に優れ
た研究材料といえる。 
くわえて、エナメル形成には必須のイベン

トとなる上皮－間葉相互作用を培養実験で
再現するため、抜歯した智歯から得られた間
葉系幹細胞のキャラクターの解析を行った。
あわせて、臨床応用には重大な障壁となるウ
シ胎仔血清を使用せず、感染や免疫反応を回
避できる安全な間葉系幹細胞の培養システ
ムの構築も進めた。 
 
４．研究成果 
本研究期間では、新規器官培養技術で作出

される胚子様モンスターの形成効率と組織
内分化の向上を図るため、懸滴培養から灌流
培養に移行する器官培養法のプロトコール
の検証と改良を行った。 
ミニブタ胎生期エナメル上皮細胞株は、安

定的に長期の継代培養が可能となり、エナメ
ルマトリックスタンパクの産生・分泌に加え
て、同細胞に特徴的なグリコーゲンの蓄積は、
細胞分化と石灰化形成に重要な関連性を認
めるに至っている。 
そして同上皮細胞株と組み合わせること

で、エナメル形成に必須の上皮－間葉相互作
用を再現できる間葉系幹細胞は、抜去歯の歯
髄と歯根膜からそれぞれ分離培養すること
に成功し、いずれもウシ胎仔血清を用いずに
培養維持が可能となる培養システムの確立
に成功した。あわせて、血清非添加で培養し
た歯髄および歯根膜の間葉系幹細胞は、移植
評価においても硬組織形成能を保持してい
た（下図）。したがって、上皮－間葉相互作
用を人為的に再現する細胞として、最適な幹
細胞特性を有することを明らかにした。 

 

HA：ハイドロキシアパタイト，矢印：新生硬組織内のヒト歯髄幹細胞 

以上のように、患者の iPS 細胞を想定した
胚子様モンスターの形成効率と組織内分化
の向上により、腫瘍化・がん化を生じること
なくエナメル質形成細胞を獲得し、間葉系幹
細胞との上皮－間葉相互作用を再現して「バ
イオエナメル」の創製を図る一連の研究計画
を推進した。 

血清非添加培養 血清添加培養 幹細胞なし 
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