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研究成果の概要（和文）：神経堤細胞分化に重要であるNotchシグナルをドキシサイクリン濃度依存的に調節す
ることが可能である、NICD1-miPS細胞の樹立に成功した。これにより、iPS細胞の骨芽細胞分化におけるNotchシ
グナルの役割が検討できるようになった。
また、樹立した細胞株を用いて骨芽細胞分化を行った結果、Notchシグナルを恒常的に発現させた群では骨芽細
胞分化がわずかながら抑制された。今後さらなる検討を行い、抑制機構の解明を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in establishing NICD1-miPS cells, which can regulate Notch 
signal, which is important for neural crest cell differentiation, in a doxycycline 
concentration-dependent manner. This enabled us to examine the role of Notch signaling in osteoblast
 differentiation of iPS cells.
Moreover, as a result of performing osteoblast differentiation using the established cell line, in 
the group in which the Notch signal was constitutively expressed, osteoblast differentiation was 
slightly suppressed. Further studies are planned in the future to clarify the suppression mechanism.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までにおいて、iPS細胞の骨芽細胞分化におけるNotchシグナルの役割は十分に分かっていない。今回樹立し
た細胞を用いることにより、iPS細胞の骨芽細胞分化におけるNotchシグナルの解明が容易になると考えられる。
また、Notchシグナルは神経堤細胞分化に重要とされており、顎骨は神経堤細胞由来の骨であることから、iPS細
胞を用いた顎骨再生のメカニズム解明に役立つと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

抜歯後に生じる顎堤吸収は、インプラントあるいは義歯による補綴歯科治療を困難にし、

近年、骨増生術が行われるようになってきた。現在、補綴歯科治療の顎骨再生療法として

は、自家骨移植や他家骨・人工骨材量を用いた骨増生が知られている。しかしながら、自

家骨移植には大きな侵襲を伴うこと、他家骨には未知の疾患の危険性、人工骨材量には十

分な骨再生能が備わっていないことなどの問題点が考えられている。また、顎骨の吸収が

広範囲に及ぶ場合、幹細胞等を用いた新たな骨組織再生技術に基づく新規顎骨再生療法の

開発が求められている。 
 
顎骨組織は発生学的に神経堤細胞を由来にしていることが知られている。神経堤細胞は

第 4の胚葉と呼ばれる神経提から発生し、神経細胞や顎骨組織などに分化することが報告

されており、顎骨組織の再生に有用な細胞であることが示唆される。しかしながら、神経

堤細胞は神経管が形成される時期に、神経管の閉塞に伴って葉裂・遊走するものであり、

その分取は困難である。また、分取した細胞の増殖能には限界があり、神経堤細胞そのも

のを顎骨再生療法の細胞源とすることには限界がある。 
 
iPS 細胞は自己の細胞から作製が可能であり、無限ともいえる増殖能および多分化能を

有しており、再生治療の有用な細胞源として注目を集めている 3)。これまで、申請者らの

研究室ではマウス歯肉線維芽細胞由来の iPS細胞を用いて、高度に石灰化した骨様組織を

作製することに成功している 4)。しかしながら、その分子メカニズムには未だ不明な点が

多く、臨床応用を目指すうえで更なるメカニズムの解明が求められている。 
 
一方で、骨芽細胞分化に

は BMPシグナル、Wntシ

グナル、Notchシグナルの

関与が報告されている 5)。

このうちNotchシグナルは

iPS細胞の神経堤細胞分化

にも関与していることが報

告されている 6)。また、申

請者らが再生の標的にして

いる顎骨組織は主に神経堤

細胞由来のものであること

から、Notchシグナルにより誘導された神経堤細胞を介した骨芽細胞分化は発生の機序を

模倣していると考えられる。 
以上のことから、Notchシグナルによる神経堤細胞分化、さらには骨芽細胞分化のメカ
ニズムを明らかにすることにより、iPS細胞をより顎骨の再生に適した骨芽細胞に分化誘
導することが示唆される。 
 

iPS細胞の Notchシグナルを制御する方法として、iPS 細胞に NICD を強制発現させる

ことが考えられる。しかしながら、iPS 細胞は形質導入した遺伝子をサイレンシングする

という特徴を持ち、目的遺伝子の強制発現が困難であると考えられていた。近年、Piggybac 

transposonシステムを応用することにより、iPS細胞に簡便に効率よく遺伝子導入できる

ことが報告された 7)。 

実際に、申請者が所属する研究室では Piggybac transposonシステムが組み込まれた発



現ベクターを用いて、iPS細胞に特定の遺伝子を強制発現させる試みに成功している。 
 
２．研究の目的 
以上を背景に、本研究では、Piggybac transposonシステムを用いて、iPS細胞に NICD

を強制発現させることにより可能となる、『Notchシグナル制御により iPS細胞から分化誘

導された神経堤細胞は、顎骨再生における骨芽細胞の細胞源として有用である』との作業

仮説を提起した。 

また、この仮説を証明することにより、iPS細胞を用いた新規顎骨再生療法の新規アプ

ローチとなる可能性を探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Notchシグナルを制御可能な iPS細胞を樹立した。樹立した細胞株が実際に Notchシグ

ナルを制御できているかを遺伝子およびタンパク質レベルで検討した。さらに、樹立した

細胞株を用いて、骨芽細胞分化誘導を行い、コントロールと比べて骨芽細胞分化に差があ

るかの検討を行った。 

① NICD遺伝子制御性マウス iPS細胞株の樹立 

NICD 遺伝子がコーディングされたエントリーベ

クターを購入し、トランスポゾン発現ベクターにサ

ブクローンし、NICD発現ベクターを作製した。作製

したベクターをマウス iPS 細胞にエレクトロポレー

ション法により導入し、薬剤選択 (Neomycin) によ

り安定発現株の樹立を行った。 

安定株における NICD の発現を確認するため、

RT-PCR 法および抗 NICD 抗体を用いた Western 

blotting法を用いた。 

② 樹立細胞株の骨芽細胞分化能を検討 

 樹立したNICD遺伝子制御性マウス iPS細胞株から分化誘導した神経堤細胞を当

研究室で確立している骨分化誘導法（Egusaら, J Biol Chem. 2005）に則り、ハ

イドロコルチゾン、β－グリセトフォスフェート、アスコルビン酸含有の培地で

20日間から 30日間培養し、骨芽細胞分化能及び骨基質産生能を評価した。 

骨芽細胞分化能の評価には、組織学的評価として ALP 染色を行った。骨基質産

生能の評価には von Kossa染色を用いた。 

 
４．研究成果 

① NICD遺伝子制御性マウス iPS細胞株の樹立 

NICD1発現ベクターをマウス iPS細

胞に導入し、薬剤選択により NICD1安

定発現株の樹立を行った。樹立した

NICD1-miPS 細胞はドキシサイクリン

濃度依存的に NICD1 の発現が調節で

きる仕組みを持っている。実際に右図

に示す通り、ドキシサイクリン濃度依

存的に遺伝子レベル、タンパク質レベ



ルで NICD1の発現が著明に上昇することが明らかとなった。このことから、目的の NICD1

遺伝子制御性マウス iPS 細胞株の樹立が成功したことが示唆される。また、この樹立細胞

株はドキシサイクリン濃度依存的にNotchシグナルの下流遺伝子であるHes1, Hes5, Hey1

の遺伝子発現が有意に上昇することが確認されている(date not shown)。このことから、樹

立した細胞株はドキシサイクリンを加えることにより Notchシグナルの制御が可能である

ことが示唆される。 

② 樹立細胞株の骨芽細胞分化能を検討 

樹立した細胞株を用いて骨芽細胞分化を行い、  iPS

細胞の骨芽細胞文化における Notch シグナルの

役割を検討した。 

その結果、右図で示す通り、Notchシグナルを発現

させた群ではやや骨器質産生が低下しており、

Notch シグナルの恒常的な活性化は骨芽細胞分

化を抑制する傾向があることが示唆される。 

このことは、Notch シグナルが神経堤細胞分化

に重要な因子であることから、初期から Notch シグ

ナルを発現させることにより、骨芽細胞分化に重要な中胚葉への分化が抑制されたことが

考えられる。今後詳細な検討を行う予定である。 
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