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研究成果の概要（和文）：　ヒト歯牙を再生するためには、歯胚を形成する能力のある細胞の供給源を成体内で
見つけることが重要である。本研究は、皮膚・口腔粘膜から採取できる上皮細胞と間葉細胞を、それぞれエナメ
ル芽細胞と象牙芽細胞に分化転換することにより、再生歯の誘導を試みることを目的とした。象牙芽細胞に分化
しうる間葉細胞を得るため、ヒト脂肪幹細胞を用いて小分子化合物・増殖因子のスクリーニングをおこなった。
その結果、免疫不全マウスに移植後、軟骨内骨化による骨形成を誘導できる幹細胞を得ることに成功した。現
在、エナメル芽細胞に分化できる上皮細胞を得るためにヒト正常表皮角化細胞を用いて研究を続けている。

研究成果の概要（英文）：In order to regenerate human teeth, it is important to find a source of 
cells capable of forming tooth germ in adult tissue. The objective of this study is to 
transdifferentiate epithelial and mesenchymal cells that can be obtained from skin or oral mucosa 
into ameloblasts and odontoblasts, respectively. To obtain mesenchymal cells capable of 
differentiating into odontoblasts, we screened small chemical compounds / growth factors using human
 adipose-derived stem cells. We succeeded in obtaining stem-like cells that can form bone through 
endochondral ossification after transplantation into immunodeficient mice. We continue to do 
experiments to find conditions to obtain undifferentiated epithelial cells capable of 
differentiating into ameloblasts from human normal skin keratinocytes.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 辻らの研究により、胎生期のマウス歯胚か
ら上皮組織と間葉組織を取り出して三次元
培養し、マウスの体内に移植すると機能的な
再生歯が形成されることが示されている。し
かしながら、人間で実用化する場合には、歯
胚を構成する細胞の供給源を見つけること
が大きな課題となっている。最近、iPS 細胞
を細胞の供給源として用い、エナメル芽細胞
および象牙芽細胞に分化させる研究が報告
されている。しかしながら、iPS 細胞は移植
後、腫瘍を作る危険性が指摘されているとと
もに、iPS 細胞の作成、安定した供給、およ
び維持・管理には多大な時間、労力およびコ
ストがかかる。したがって、多くの患者に対
して iPS細胞を用いた歯の再生医療をおこな
うことは、非常に難しいのが現状である。 
 iPS 細胞を介さずに直接必要な細胞に分化
転換させる技術は、直接分化転換法（ダイレ
クト・リプログラミング）と呼ばれ、再生医
療の新しい手法として大きな注目を集めて
いる。さらに最近、DNA メチル化などのエ
ピジェネティックな標識を変換することの
できる小分子化合物が続々と報告され、外来
遺伝子の導入をおこなわずに小分子化合物
のみでおこなう方法（ケミカル・リプログラ
ミング）による分化転換の成功例が報告され
ている。 
 
最近、研究代表者らは、外来性の遺伝子導
入やウイルスベクターを用いずにヒト線維
芽細胞を骨・軟骨・脂肪細胞に分化転換する
ことを試みた。細胞は 8回以上継代（分裂回
数 23 回以上）したヒト正常皮膚線維芽細胞
を用い、様々な組み合わせの小分子化合物・
増殖因子を含んだリプログラミング・分化転
換培地で培養した後、分化誘導をおこなった。
その結果、石灰化および脂肪染色陽性細胞を
誘導できる小分子化合物・増殖因子の組み合
わせを見出した。ハイドロキシアパタイトを
含む担体とともにヌードマウスに移植した
ところ、新生骨様組織の形成を認めた。さら
に遠心管培養法により、軟骨細胞への分化誘
導をおこなった結果、アルシアンブルー陽性
の細胞塊が形成された（未発表データ）。脂
肪細胞に分化転換した細胞の割合を算定し
たところ、50％近い分化転換効率を示した。
以上の結果は、ケミカル・リプログラミング
によって、ヒト繊維芽細胞を骨・軟骨・脂肪
細胞に分化する多分化能をもつ未分化間葉
細胞に直接分化転換できることを示唆して
いる。 
  
２．研究の目的 
 胎生期のマウス歯胚から上皮組織と間葉
組織を取り出して三次元培養し、マウスの体
内に移植すると機能的な再生歯が形成され
ることが報告されている。しかしながら、ヒ
ト歯牙を再生するためには、歯胚を形成する
能力のある細胞の供給源を成体内で見つけ

ることが重要である。そこで本研究は、皮
膚・口腔粘膜から採取した上皮細胞（表皮角
化細胞・粘膜上皮細胞）と間葉細胞を、多分
化能のある未分化上皮・間葉細胞に転換でき
る小分子化合物を同定する。次に、得られた
未分化上皮・間葉細胞に対してエナメル芽細
胞および象牙芽細胞に分化させる働きのあ
る成長因子および小分子化合物をスクリー
ニングすると共に、上皮・間葉細胞を組み合
わせた三次元培養をおこなう。最後に三次元
培養した細胞を免疫不全マウスの腎皮膜下
に移植することにより上皮・間葉相互作用に
よる自己組織化を促し、エナメル芽細胞およ
び象牙芽細胞へ分化と再生歯形成を誘導す
ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）  分化転換に最適な増殖因子・小分
子化合物をスクリーニングし、ヒト表皮角化
細胞・粘膜上皮細胞と線維芽細胞をそれぞれ
多分化能のある未分化上皮および間葉細胞
に転換できる培養系を確立する。 
 
（２）  得られた未分化上皮・間葉細胞を
それぞれエナメル芽細胞および象牙芽細胞
に分化転換するために必要な増殖因子、小分
子化合物を検索すると共に、上皮および間葉
細胞を組み合わせた三次元培養をおこない
分化誘導を試みる。 
 
（３）  得られた三次元培養細胞を免疫
不全マウスに移植して生体内での再生歯形
成能を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) まず、多分化能のある未分化間葉系細胞
を得るための検討をおこなった。ヒト繊維芽
細胞を用い、幹細胞の誘導と増殖に効果のあ
る小分子化合物・増殖因子のスクリーニング
をおこなった。その結果、繊維芽細胞を骨・
軟骨・脂肪細胞に分化転換できる条件を見出
した。しかしながら、転換効率が低く、今後
の研究に使用するには分化能が不十分であ
るとの結論に達した。 
 
脂肪組織由来の間葉系幹細胞（脂肪幹細胞）
は、高齢者を含む幅広い年齢層から比較的容
易に採取でき、患者自身の細胞を用いる「自
家移植」に適した細胞の供給源である。そこ
で脂肪幹細胞を用いて同様の検討をおこな
った結果、生体内に移植後、石灰化肥大軟骨
を形成し、軟骨内骨化による骨形成を誘導で
きる非常に分化能の高い細胞を得ることに
成功した（特許申請準備中）。細胞の象牙芽
細胞への分化能については不明であるが、以
上の成果は、新しい骨再生療法の開発につな
がる成果であると考えられる。 
 
現在の骨の再生療法において、血液供給の
不足に起因する移植組織の壊死・脱離が問題



となっている。血液循環を改善させる手段と
して、骨欠損部に軟骨を移植し、軟骨内骨化
を再現させる方法が注目されている。軟骨内
骨化過程において肥大軟骨は、血液循環の乏
しい低栄養・低酸素の環境でも抵抗性もち、
血管新生を誘導するとともに、石灰化を開始
し、骨を形成する。この骨再生法を臨床に応
用するための一番の難題は、移植に用いる肥
大軟骨の供給源である。本研究の成果は、軟
骨内骨化の過程を再現させて骨を再生させ
る再生療法の供給源として脂肪幹細胞が有
望であることを示唆している。軟骨内骨化を
介した骨再生法は、従来法の問題点であった
血液循環の問題を解決するための有効な手
段であると考えられ、将来、この方法が実用
化されれば従来法に代わる画期的な再生療
法の開発につながると考えられる。 
 
(2) さらに本研究では、多分化能をもつ間葉
系細胞の増殖能と分化能を長期間培養下で
維持するための培養条件の検討をおこなっ
た。多分化能をもつことが知られている骨髄
由来の間葉系幹細胞を用いて検討をおこな
った結果、多分化能を持った間葉系幹細胞を
長期間で継代培養することに成功した。さら
に長期間培養後も細胞は骨・軟骨・脂肪細胞
への分化能を保っていることを確認した。 
 
骨髄由来の間葉系幹細胞は、高い骨・軟骨
分化能を持っているが、骨髄中に存在する数
が極めて少なく、高齢者になると採取が困難
になるという欠点がある。さらに継代と共に
自己複製能と多分化能を失っていくことが
問題で、この傾向は高齢者から採取した細胞
の場合により顕著であると言われている。し
たがって、高い多分化能を維持まま大量に培
養することは難しく、大きな欠損を伴う組織
の再生に用いることが困難となっている。本
研究によって明らかになった間葉系幹細胞
の長期継代培養法は、成体幹細胞を硬組織再
生療法の発展に寄与すると考えられる。 
 
(3) 一方、上皮系細胞についても、ヒト正常
皮膚角化細胞を用いて上記と同様の検討を
おこなった。しかしながら、皮膚角化細胞は
数継代後に増殖を停止し、未分化状態を維持
したまま増殖を維持できる条件を見出すこ
とはできなかった。 
 
エナメル芽細胞と象牙芽細胞は互いに相互
作用（上皮間葉相互作用）しながら分化する
ことから、両者の分化誘導には、互いを共存
させた培養が必要であると考えられる。本研
究で得られた間葉系細胞は象牙芽細胞への
分化能をもつ可能性があると考えているが、
本研究期間内に上皮系細胞を得ることがで
きなかったために上皮系・間葉系細胞を用い
た三次元培養法の検討をおこなうことがで
きなかった。今後、ヒト歯牙の再生を目指す
ためには、未分化上皮系細胞を得る方法を確

立することが重要な課題であると考えられ
る。 
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