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研究成果の概要（和文）：本研究成果として、1)マウスiPS細胞から神経堤様細胞(NCLC)の誘導に成功した。2)
マウス頭蓋骨欠損モデルの動物用CT、組織切片による評価においてTCP+NCLC群はTCP+MC3T3群に比較して治癒傾
向が強いことが示された。3)ラット抜歯窩の動物用CTによる評価においてTCPおよびリン酸化プルランを埋入し
た群のCT 値が他の群と比較して高い傾向があることが示された。以上より、iPS細胞から誘導したNCLCと徐放化
キャリアとしてのリン酸化プルランを用いることにより細胞の足場と増殖分化因子の徐放化を可能とした新規骨
組織再生誘導が実現できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The result of this study is as follows, 1) We succeeded in the induction 
from iPS cells of the mouse to the neural crest like cells. 2) TCP+NCLC group was shown to be 
stronger in a tendency to healing than TCP+MC3T3 group. 3) The CT value of the group of TCP+
phosphorylated pullulan was higher than other groups. The results suggested that new bone prosthetic
 material may be realized by using iPS cell and  phosphorylated pullulan.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯学　再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 わが国における口唇裂口蓋裂の出生数は

400-600 名に 1 名であり、顎顔面領域で最も

発生頻度の高い先天性疾患である。近年、こ

れらの患者の顎裂骨欠損部の再建治療とし

て、自家腸骨海面骨移植術が行なわれるよう

になり、年間約 1500 名以上の患者がこの手

術を必要としている。しかし、子どもへの自

家骨移植は、移植片採取のための侵襲性の大

きい手術が必要で、採取可能な骨量、形状に

制限があり、肉体的、精神的負担が大きい等

の重篤な問題が存在する。そのため、自家骨

に代わる人工骨再生担体の開発に対するニ

ーズが高まっている。近年、歯科領域におい

て、骨の代謝回転を高めることを目的に様々

な材料が応用され、研究が進んでいる。しか

しながら、自家骨移植に匹敵した骨置換速度

を得るためには、更なる生体内吸収性や形態

付与能の向上が求められている。 

 Tissue Engineeringによる組織の再生には、

細胞の足場(scaffold)、細胞、増殖分化因子

の３つが重要な役割を果たしている。しかし、

増殖分化因子タンパクを水溶液の状態で投

与すると、急速な拡散が起こり十分な効果が

得られず、予知性はきわめて乏しい。また局

所への増殖分化因子の過剰投与により、副作

用も懸念される。そのため、各種増殖分化因

子の放出期間をコントロールする徐放化キ

ャリア（担体）の併用が必須の要件となる。

研究協力者の沖原、吉田らは、独自に開発し

た多糖誘導体リン酸化プルランをコアとし

て、口腔ケア製品、骨セメント、歯の直接覆

髄材、インプラント表面処理材など様々な医

療製品の開発に取り組んできた。多糖プルラ

ンをリン酸化して合成したリン酸化プルラ

ンは、生体組織に対し低刺激でかつ、生体硬

組織(骨や歯)無機成分であるアパタイトに

対し強固に接着する。さらに、生体内で吸収

されるため異物として残存することがなく、

また、薬剤を混合することにより、薬剤の局

所濃度を高めるなどドラッグデリバリーの

キャリアとしての機能も付与することが可

能である。リン酸化プルランを徐放化キャリ

アとすることで、細胞の足場と増殖分化因子

の徐放化を可能とした新規骨組織再生誘導

が実現できると考えられる。 

 これまで Tissue Engineering による組織

の再生における細胞シーズには、骨髄由来の

間葉系幹細胞が用いられてきた。骨髄由来の

細胞を用いることの安全性と有効性の確認

はできているものの、細胞の増殖・分化能に

個体差が大きく、また培養操作には多大の労

力と費用がかかる。また、臨床応用を考慮し

た場合、骨髄の採取には肉体的、精神的負担

が大きい等の問題が存在する。細胞シーズと

して再生医療への応用が期待される幹細胞

には、あらゆる組織に分化することが可能な

ES 細胞が知られている。しかし、ES 細胞は

受精卵を破壊することにより作製されるた

め、その利用については生命倫理的問題が伴

う。一方、山中らにより報告がなされたマウ

ス iPS 細胞は、マウス線維芽細胞に Oct3/4、

Klf4、Sox2、c-Myc の四因子を遺伝子導入す

ることにより作製され、ES細胞と同じく種々

の組織へ分化できる多能性を有した細胞で

ある（Takahashi and Yamanaka, Cell,2006）。

すでにヒト iPS 細胞も樹立され（Takahashi 

et al., Cell,2007）、現在 iPS 細胞を用い

た再生医療の実現に向けた研究が活発に行

われている。iPS 細胞から誘導した神経堤様

細胞(NCLC)は、増殖能と多分化能をもち、組

織幹細胞としての性質を備えていることが

知られている(Otsu K et al. Stem Cells Dev. 

2012)。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、細胞の足場(scaffold)として、

骨再生促進効果を有し、すでに臨床応用され

ている TCP（オスフェリオン）を使用する。

また、増殖分化因子としては、すでに臨床応



用の実績があり骨芽細胞の増殖を促進する

作用のある線維芽細胞成長因子(FGF)を使用

し、iPS 細胞から誘導した神経堤様細胞

(NCLC)と徐放化キャリアとしてのリン酸化

プルランが骨再生へ及ぼす影響を動物実験

にて検証する。 

 

３．研究の方法 

1)マウス iPS 細胞の培養と神経堤様細胞

(NCLC)の誘導 

Otsu らの報告(Otsu K et al. Stem Cells Dev. 

2012)に準じて、iPS 細胞から神経堤様細胞 

(neural crest-like cell, NCLC) を誘導す

る。1.0×106 個のマウス iPS 細胞 (mouse 

iPS cell line iPS-MEF-Ng-20D-17; RIKEN BRC, 

Tsukuba, Japan) を SNL feeder 細胞上に播

種し、iPS 培地を用いて培養する。コロニー

を形成し、サブコンフルエントに達したマウ

ス iPS 細胞を 0.25% trypsin/0.53 mM EDTA

を用いて回収し、0.1％ゼラチンを用いてコ

ーティングした 60 mm ディッシュ上に 10.5

×104 個の細胞を播種し、1000 U/ml mouse 

leukemia inhibitory factor を添加した iPS

培地を用いて培養を行なう。コロニーを形成

し、サブコンフルエントに達したマウス iPS

細胞を 0.25% trypsin/ 0.53 mM EDTA を用い

て剥離し、4 ml 中に 1.0×106 個の細胞を含

む懸濁液を 60 mm の非接着性ディッシュに播

種する。神経誘導培地を用いて培養し、2 日

後に培地交換を行い、さらに 2日間培養して

神経外胚葉性のスフェロイドを形成する。形

成されたスフェロイドを 60 mm のフィブロネ

クチンコートディッシュに播種し、神経誘導

培地を用いて、8日から 10日間培養する。ス

フェロイドから NCLC がアウトグロースした

ところで、パスツールピペットを用いて実体

顕微鏡下でスフェロイドを除去する。サブコ

ンフルエントに達した NCLC を 0.05％ 

trypsin/0.53 mM EDTA を用いて回収し、継

代を行なう。 

2) TCP scaffold と NCLC 複合体の作製 

scaffold として、TCP（オスフェリオン®）を、

マウス頭蓋骨欠損部１つあたり 13mg 使用す

る。継代した NCLC をセルカウントし、メデ

ィウム 260μl中に 26万細胞が含まれるよう

に調整する。その後チューブに TCP と NCLC

を含んだメディウムを入れ 5 日間培養する。

1日、3日目にはメディウムを交換する。5日

経過後、メディウムを吸い取り NCLC が周囲

に付着したTCP顆粒をマウス頭蓋冠左右に形

成した欠損部に埋入する。 

3)マウス頭蓋骨欠損モデルに様々な組み合

わせの TCP scaffold、NCLC、増殖分化因子、

リン酸化プルランを埋入し、新生骨形成過程

を動物用 CT、組織定量学的、遺伝組織学的に

評価する。 

 実験動物として６週齢マウスを 64 匹用

い、マウス頭蓋骨欠損モデルを作製する。直

径 4.8mm のトレフィンバーを用いて、左右の

頭蓋骨に円形の骨欠損を作製する。欠損部に

下記の組み合わせの材料を埋入する。埋入後

４、１２週に各群から２匹ずつ屠殺を行い、

動物用 CT 撮影後、抜歯窩および歯周組織の

凍結ブロックを作製し、非脱灰凍結切片の骨

標本を、粘着フィルムを用いた川本法によっ

て作製する。切片を用いて、ビラヌエバ骨染

色を行い、欠損部における新生骨量を定量的

に評価する。また、in situ ハイブリダイゼ

ーションを行ない、欠損部に含まれる細胞が

発現している遺伝子の発現の局在を比較す

る。In situ ハイブリダイゼーションにて

検出する mRNA は、CTGF、RANKL、OPN、TGF-

βとし、骨芽細胞、骨細胞、あるいは破骨細

胞が発現するmRNAを細胞レベルで検出する。

撮影した動物用 CT から、海綿骨梁幅、海綿

骨梁距離、海綿骨梁数、骨密度等の組織学的

形態計測を行う。 

4)ラット顎裂モデルを用いた効果の検証 

 実験動物として４週齢 Wistar ラットを用

い、顎裂モデルを作製する。上記 1の実験に



て最も効果が認められた組み合わせの骨組

織再生誘導補填材において、上記 1-3 と同様

の内容、タイムコースで効果の検証を行ない、

口腔内の環境（嚥下、咀嚼など）にも耐えら

れる骨組織再生誘導補填材であることを確

認する。 

5)ビーグルの口蓋裂モデルを用いた効果の

検証 

実験動物として 12 か月齢雄性ビーグルを 4

頭用い、コントロール群(顎裂モデル作製の

み、N=2)、骨組織再生誘導補填材埋入群(N=2)

として、上図のタイムコース（実験３）にて、

顎裂モデルの作製、材料の埋入を行なう。顎

裂モデル作製時、材料埋入時、屠殺時に顎裂

部レントゲン撮影を行なう。屠殺後、動物用

CT を撮影し、海綿骨梁幅、海綿骨梁距離、海

綿骨梁数、骨密度等の組織学的形態計測を行

う。また、顎裂部および歯周組織の非脱灰凍

結切片を川本法にて作製し、H-E 染色やビラ

ヌエバ骨染色にて新生骨量を組織定量学的

に評価する。 

6)再生骨への歯の移動を行なった際の歯周

組織の評価 

実験動物として 12 か月齢雄性ビーグルを 4

頭用い、顎裂部に再生誘導補填材の埋入を行

い、上図のタイムコース（実験４）にて、再

生骨内へ歯の移動を行なう。実験 3と同様な

手法を用いて、再生骨内に矯正的に歯を移動

させたときの組織定量学的、分子生物学的な

評価を行ない、メカニカルストレスが骨再生

に及ぼす影響を明らかにする。 

 

４．研究成果 

1)マウス iPS 細胞の培養と神経堤様細胞

(NCLC)の誘導 

星状の細胞形態を呈する細胞が樹立された。

NCLC における神経堤マーカー遺伝子である

Pax3、Snai1、および Snai2 の発現をリアル

タイム PCR で解析したところ、iPS 細胞に比

べてそれらの発現が大きく亢進したことが

示された。また、神経堤マーカーである

p75NTRおよびHNK-1の発現を免疫蛍光により

解析したところ、NCLC において発現が認めら

れた。これらの結果から、本研究においてマ

ウス iPS 細胞から樹立した NCLC は、NCC とし

ての形質を有することが示された。 

2)マウス頭蓋骨欠損モデルの動物用 CT、組織

切片による評価 

 マウス頭蓋骨欠損部に、TCP、TCP+NCLC、

TCP+MC3T3、の各材料を埋入した10週後、

TCP+NCLC群はTCP+MC3T3群に比較して欠損部

の直径の減少が大きく、治癒傾向が強いこと

が示された。また、TCP+MC3T3群は埋入4週目

までCT値の増加が認められるが、その後減少

し、埋入10週後には、TCP+NCLC群の方が高い

CT値となった。また、組織切片においても動

揺の傾向が認められた。 

3)ラット抜歯窩の動物用CTによる評価 

 ラット抜歯窩における研究成果として、材料 

埋 入 21日後、リン酸三カルシウムおよびリ 

ン酸化プルランを埋入した群の CT 値が他の 

群 (対照群、抜歯のみの群、リン酸化プルラ 

ンのみ埋入した群)と比較して高い傾向があ 

るという結果が得られた。  
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