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研究成果の概要（和文）：歯の再生を実現するためには、良質で安全な細胞シーズを十分量準備するための技術
開発が必要である。本研究の目的は、遺伝子導入法およびスフェロイド培養法を基軸として、効率的で安全な象
牙芽細胞への分化能を有するゼノフリーヒトiPS細胞由来歯性間葉細胞の分化誘導を目指した基盤技術を確立す
ることとした。
フィーダーフリー培養法で培養したヒトiPS細胞から歯性間葉細胞の前駆細胞である神経堤様細胞を樹立し、神
経堤マーカー遺伝子の発現亢進を確認した。さらに、ヒトiPS細胞由来神経堤細胞から歯性間葉細胞への分化を
誘導させるため、遺伝子導入や歯性細胞培養上清の添加を行なった。

研究成果の概要（英文）：To achieve regeneration of tooth, we need to develop novel culture method to
 generate enough cells with good quality. The aim of this study is to establish methods to 
differentiate dental mesenchymal cells from human iPS cells using transfection and spheroid culture.
 I succeeded to obtain neural crest cells derived from feeder-free-cultured human iPS cells. The 
human iPS cell-derived neural crest cells showed expression of neural crest marker genes. I further 
performed transfection and conditioned medium treatment to induce the development of dental 
mesenchymal cell from the human iPS cell-derived neural crest cells.

研究分野：矯正歯科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の再生は広く社会から切望されている。歯の再生を実現するには、幹細胞から歯を構成する上皮・間葉細胞へ
の分化誘導方法を確立しなけらばならない。本研究により、ヒトiPS細胞から神経堤細胞を経て歯性間葉細胞の
分化を誘導する技術を開発するための基盤的知見が得られた。これらの知見に基づき、今後さらにヒトへ応用可
能な、安全で効率的なiPS細胞由来歯性細胞分化技術開発の進展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

 近年、再生医療技術の進歩が目覚しく、歯科領域においても、歯の再生医療の実現のために多

くの研究がなされている。2009年、我々のグループは、器官原基法を応用し、成体マウス口腔内で

再生歯が発生・萌出することを明らかにし、歯の再生の実用化に向けた基礎研究を推進してきた

（Ikeda et al., Proc Natl Acad Sci, 2009）。この報告により、「歯の再生」に向けた細胞操作技

術の開発は大いに進展したが、再生医療の実現のためには、良質で安全な細胞を十分量準備する

ための技術開発が必要である。山中らが、マウス（Cell, 2006）、さらにヒト（Cell, 2007）の人

工多能性幹細胞（iPS 細胞）を樹立して以来、歯科領域でも 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。 

 歯は第一鰓弓由来上皮と神経堤由来間葉組織に由来し、この両者の相互作用により発生が進行す

る。Otsuら（Stem Cells Dev, 2012）やOzeki ら（PLos One, 2013）は、サイトカインの添加や

歯性細胞との共培養法を用いることで、iPS 細胞は象牙芽細胞前駆細胞である歯性間葉細胞や、

象牙芽細胞の性質を有する細胞へと分化することを報告し、iPS 細胞が歯の再生の細胞シーズと

なり得ることが示された。しかし臨床応用を考えた場合、これらの方法には、他種細胞の混入、

分化誘導効率、癌化、および細胞の heterogeneity 等の解決すべき問題が残されている。また、

これらの方法により iPS 細胞から樹立された歯性細胞を用いた歯の再生は、未だに達成されて

いない。 

  2015年、我々は、マウス iPS 細胞由来神経堤様細胞に、象牙芽細胞への分化に必須な Pax9

および BMP4の発現プラスミドを遺伝子導入することで、象牙芽細胞の前駆細胞である歯性間葉

細胞と象牙芽細胞マーカーの発現が亢進し、マウス iPS 細胞由来歯性間葉細胞および象牙芽細

胞へと分化することを明らかにした（Seki et al, Stem Cells Trans Med, 2015）。さらに、遺

伝子導入により誘導された象牙芽細胞様細胞を免疫不全マウスに皮下移植した結果、奇形腫の

形成は認められず、生体安全性の高い細胞であることが示唆された （Seki et al, Stem Cells 

Trans Med, 2015）。これらの成果は、高効率に iPS 細胞から象牙芽細胞を分化誘導できる遺伝

子導入技術の確立へとつながる、世界初の知見である。しかし、将来的なヒトでの歯の再生を

目指すには、細胞シーズとして、ヒト iPS 細胞から歯形成能を有する歯性細胞をゼノフリーで

誘導する必要がある。これまでにヒト iPS 細胞から歯性細胞への分化に成功した報告はなく、

この技術の実現および臨床への応用が切望されている。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、遺伝子導入法およびスフェロイド培養法を基軸として、効率的で安全な象牙芽

細胞への分化能を有するゼノフリーヒトiPS細胞由来歯性間葉細胞の分化誘導を目指した基盤技術

を確立することとした。 

３．研究の方法 

(1)ヒトiPS細胞由来神経堤様細胞の樹立 

 フィーダーフリーで培養したヒトiPS細胞をY-27632を添加した神経堤細胞誘導培地を用いて

Ezsphere上に播種し、Neurosphereの形成を行った。形成されたNeurosphereを60mm 

Fibronectin coated dishに播種し、アウトグロースしてきた細胞を神経堤様細胞として培養し

た。sphereは神経堤細胞の増殖してきたところで除去し、神経堤様細胞がサブコンフルエント

に達したところで、新しいFibronectin coated dishに継代した。その後、4%PFAを用いてiPS細

胞由来神経堤様細胞を固定し、神経堤細胞細胞マーカーとして知られているp75NTRの発現を免

疫蛍光で解析した。また、RNAを回収し、遺伝子発現解析を行った。 



(2)遺伝子導入法によるヒトiPS細胞から歯性間葉細胞への分化誘導 

 ヒトiPS細胞由来神経堤細胞様細胞に歯の発生に必須な因子であるPax9およびMsx1発現プラス

ミドをエレクトロポレーションで遺伝子導入し、歯性間葉細胞への誘導がなされているか検証

した。遺伝子導入後の培養期間は2日とし、RNAを回収したのち、歯性間葉細胞に発現する因子

の発現をリアルタイムPCRを用いて解析した。 

(3)マウス歯性細胞培養上清を用いたヒトiPS細胞由来歯性細胞への分化誘導 

 ヒト歯胚を採取する場合、Cap stageやBell stageの歯胚を取るのは困難である。また、マウ

スで歯性上皮細胞を誘導した報告は天然の歯性細胞との共培養を用いて誘導しているものが多

い。そこで、E14.5胎生マウスの歯胚から採取した歯性細胞の培養上清を用いて、ヒトiPS細胞由

来歯性細胞への分化誘導を試みた。 ２日間培養したEBを顕微鏡下で取り出し、１つずつ新しい

EZSPHEREのwellへと移動した。培養上清は①StemFit (ヒトiPS細胞培養上清;control)②DMEM 

(マウス歯胚および歯性間葉細胞培養の基礎培地)③DMEM/F12 (セルラインマウス歯性上皮細胞

の基礎培地)④マウス歯胚培養上清⑤マウス歯性間葉細胞培養上清⑥セルラインマウス歯性上皮

細胞培養上清の6種類とした。培養7日後、EBのRNAを回収し、歯の発生に関連するマーカーの発

現をリアルタイムPCRを用いて解析した。 

４．研究成果 

(1)ヒトiPS細胞由来神経堤様細胞の樹立 

 細胞形態はコロニー状から天然の神経堤細胞と類似した紡錘形の形態ヘと変化した。 

免疫蛍光解析を行った結果、神経堤細胞マーカーである p75NTRの発現がほぼ全ての細胞で認め

られた。また、RNA を回収し、遺伝子発現解析を行った。その結果、ヒト iPS 細胞由来神経堤様

細胞では神経堤細胞マーカーであるPax3、Snai2の発現が認められ、幹細胞マーカーであるNanog、

Oct3/4の発現は低下していた。 

 

(2)ヒト iPS 細胞由来神経堤細胞への Pax9 および Msx1 発現プラスミドの遺伝子導入 

 Pax9 を過剰発現させたヒト iPS 細胞由来神経堤細胞では、歯の発生 (bud stage-cap stage-

bell stage)において歯性間葉細胞に発現する因子の発現の亢進は認められなかった。Msx1 を過



剰発現させたヒト iPS 細胞由来神経堤細胞でも同様であった。また、Pax9 と Msx1 を共発現させ

たところ、歯性間葉細胞のマーカー因子の亢進は認められなかった。 

 

(3) マウス歯性細胞培養上清を用いたヒト iPS 細胞由来歯性細胞への分化誘導 

 培養上清の違いによる EBの形態の差は認められなかった。歯胚培養上清を用いた群では象牙

芽細胞マーカーMap1bの亢進が認められたが、Dmp1やDsppの発現は検出できなかったことから、

象牙芽細胞への分化は進行していないと考えられた。歯性上皮細胞の培養上清群では、神経堤細

胞マーカーの発現が亢進されるとともに、歯性間葉細胞マーカーMsx1、象牙芽細胞マーカーDmp1

の発現も亢進された。間葉細胞の培養上清では歯性間葉細胞マーカーPax9、Msx1 の発現が亢進

されたが、神経堤細胞マーカーおよび象牙芽細胞マーカーの発現は亢進されなかった。 

これらの結果から、歯性上皮細胞培養上清および歯性間葉細胞培養上清はヒト iPS 細胞由来 EB

の歯性細胞誘導に有効であると推察された。将来的に、これらの培養上清に含まれるタンパク質

を同定し、ゼノフリー培養技術の確立に応用する。 
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