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研究成果の概要（和文）：ヒトCopine-7(hCPNE7)によるヒトiPS細胞（hiPS）から象牙質歯髄複合体形成を誘導
する技術開発を目的とした。hiPS細胞から誘導した神経堤様細胞（NCLC）に対してhCPNE7あるいはhCPNE7発現エ
ナメル芽細胞株）の培養上清を作用させると，象牙芽細胞への分化を示すことができた。さらに新たに樹立した
ヘルトビッヒ上皮鞘細胞株が分泌した基底膜成分もまた歯乳頭間葉系幹細胞対して象牙芽細胞分化誘導と極性を
示し，さらにNCLCに対しても同様の成果を得た。上皮細胞オルガノイドとNCLCオルガノイドの結合3D培養によっ
て分化誘導促進や石灰化形成を示すことができた。 

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop a technology to induce dentin-pulp 
complex formation from human iPS cells (hiPS) by using human Copine-7 (hCPNE7) and Semaphorin4D, 
which regulates cell polarity. MSCs) induced from hiPS and miPS cells were differentiated into 
odontoblasts when exposed to hCPNE7 or hCPNE7-expressing HAT7 (rat enamel blast cell line) culture 
supernatant. Furthermore, the basement membrane component secreted by the newly established Hertwig 
epithelial sheath cell line (HERS02T) also showed high induction of odontblast differentiation and 
polarity toward mouse incisor papillary mesenchymal stem cells, and similar results were obtained 
for NCLCs. The combined 3D culture of epithelial cell organoids and NCLC organoids showed enhanced 
differentiation induction and calcification formation. 

研究分野： 口腔組織発生学

キーワード： iPS細胞　再生　象牙芽細胞　象牙質歯髄複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯髄は疎性結合組織でできており，歯の感覚や防御機構を担っている。この歯髄に感染が及んだ場合は抜髄（歯
髄除去）が必要となるが，除去された歯髄腔内は人工的材料で充填するのみである。そのため象牙質の知覚や修
復能は失われ，歯自体も脆弱になる。歯髄の再生に関する研究は，不用となった歯の間葉系幹細胞を用いた再生
が臨床トライアルまで来たが，具体的な実績にはなっていない。本研究の成果によってiPS細胞を利用すること
で生体から細胞を採取するリスクもなくなり，より現実味が帯びてきたと言える。iPS細胞を使った再生医療は
他の器官を含めて本質的課題が多く残るが，将来的な医療としての基礎データを提示できた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

  歯の中心部にある歯髄は，疎性結合組織でできており，歯の感覚や防御機構を担っ

ている。象牙質に損傷や感染が生じると歯髄内に新たな修復象牙質を形成して感染の防

御や外的刺激から歯を守る。この歯髄に感染が及んだ場合は抜髄（歯髄除去）が必要と

なるが，除去された歯髄腔内は人工的材料で充填するのみであり，その結果象牙質の知

覚や修復能は失われ，歯自体も脆弱になると考えられている。そのため，将来的な歯髄

治療として，歯髄組織の再生が望まれている。歯髄の再生に関する研究は，不用となっ

た歯の歯髄から採取した歯髄幹細胞を用いて再生する研究が臨床トライアルまで来て

いたが，象牙質—歯髄複合体が再生できていたかは報告がない。 
  一方歯の再生研究において，辻らの胎生期の歯胚細胞を用いた器官原基法や我々の

開発した iPS 細胞による歯の再生（Front. in Physiol., 5(36):1-10 2014）は，胎生期のエナ

メル上皮細胞を必要とするという問題がる。また多くの臨床医からはエナメル質は人工

物でも修復できるので，象牙質と歯髄をもった歯根部のみでも再生できないのだろうか

という要望を聞く。そこで象牙質・歯髄複合体のみの新規インプラント体の開発ができ

ないかと考えた。 
我々は，iPS 細胞から神経堤様細胞(NCLC)および歯原性間葉系幹細胞（MSC）を樹立

して，象牙芽細胞に分化させる方法を世界で初めて報告した（Stem Cells Dev. 
1;21(7):1156-64. 2012）。この結果を受けて，日本を含めた世界中の研究者が，iPS 細胞か

ら NCLC への分化を経由させて象牙芽細胞や骨芽細胞に分化させる様々な研究を報告

している。しかし，これらの多くの研究は象牙芽細胞や骨芽細胞の分化マーカーの発現

上昇を分子生化学的手法で検出するのみで，形態的に再現された象牙質や歯髄の再生に

は成功していない。 
  このような背景の中で，核心となる学術的な「問い」は象牙質・歯髄複合体を再生

するには何が重要か，である。さらに言えば，象牙芽細胞の機能分子の発現と突起形成

の両方を誘導するためにはどのような技術が必要であるか，である。そこで，Copine-7
（CPNE7）を用いた分化誘導と Semaphorin4D(Sema4D)を応用した細胞極性制御技術が

まさにそれを実証する方法と考え，象牙質・歯髄複合体をの再生を目指す研究を行う。 
 
２．研究の目的 
  
歯髄は，象牙質に囲まれた疎性結合組織で，象牙質に損傷や感染が生じると修復象牙

質を形成して感染の防御や外的刺激から歯を守る。ここに感染が及んだ場合は抜髄が必

要となるが，除去された歯髄腔内は人工的材料で充填する治療法が行われる。その結果

象牙質の知覚や修復能は失われ，歯自体も脆弱になる。そのため，将来的な歯髄治療と

して，象牙質の再生も含めた象牙質・歯髄複合体組織の再生が望まれている。本研究は，

我々が確立した iPS 細胞から歯原性間葉系幹細胞を分化誘導する技術に新たな分子機

構で分化誘導能を示す CPNE7 と細胞極性を制御する Sema4D を応用して，iPS 細胞か

ら象牙質・歯髄複合体形成を誘導する技術を開発する。この技術をさらに発展させ，歯

髄再生療法や歯根再生，新規歯髄組織含有チタンインプラントにまで応用する基盤技術

の創世を目指す。具体的には iPS 細胞由来 NCLC のオルガノイド形成技術と象牙芽細胞

分化誘導の新規分子機構，細胞極性の制御機構を組み合わせた象牙質・歯髄複合体の再

生方法を提案して，新たな再生治療技術を創成する。 
 
 
 

 



３．研究の方法 

① マウス歯胚でのCPNE7の発現の確認 

生後1日のマウス下顎臼歯と切歯におけるCPNE7の発現を抗CPNE7抗体を用いて

免疫組織学的に検証した。 

② CPNE7によるマウスNCLCを象牙芽細胞に分化誘導することの検証 

マウスiPS細胞を我々の研究室の方法に従って維持し，神経堤分化誘導培地にて

NCLCに分化させた（Stem Cells Dev. 1;21(7):1156-64. 2012）。NCLCあるいはNCLC
由来間葉系幹細胞の培地中にリコンビナントCPNE7を濃度依存的に添加して，そ

の後分化誘導培地に切り換えたあとにDSPP，DMP, BSP, ALP，Nestin，RECKなど

の象牙芽細胞の分化マーカーの発現を免疫組織学的かつ定量的PCRにて検出した。 

③ NCLCオルガノイド形成法を用いた器官培養方法  

マウスiPS細胞を我々の研究室の方法に

従ってNCLCに分化させた（Stem Cells 
Dev. 1;21(7):1156-64. 2012）。そのNCLC
をスフェロイド作製用低付着性培養皿

(EZsphere®SP, iwaki)で24時間培養して

スフェロイドを作製した。tdTomato発現

マウスエナメル芽細胞株mHAT9d-
tdTomatoにCPNE7の発現ベクターを遺

伝子導入して，CPNE7強発現細胞株ｍ

HAT9d-CPNE7を作製した。NCLCと同様に，マウスエナメル芽細胞株mHAT9dのス
フェロイドを作製して，これら2つを同様の培養皿にて結合した。その後，これを

コラーゲン（Collagen Gel Culturing Kit, 新田ゼラチン）上に移して分化誘導培地で

1週間培養した。 

④ CPNE7によるヒトNCLCを象牙芽細胞に分化誘導することの検証 

ヒトiPS細胞を神経堤誘導培地（STEMdiff Neural Crest Differentiation Kit，Veritas）
を用いてhNCLCに分化させた（Stem Cells Dev. 1;21(7):1156-64. 2012）。NCLCあるい

はhNCLC由来間葉系幹細胞（hMSC）の培地中にリコンビナントCPNE7 (100ng/ml)
を添加して，DSPP，DMP, BSP, ALP，ネスチン，RECKなどの象牙芽細胞の分化マ

ーカーの発現を免疫組織学的かつ定量的PCRにて検出した。 

⑤ CPNE7徐放性ゼラチンシートを用いたｈNCLCオルガノイドとの結合による象牙

芽細胞-歯髄細胞複合体の形成方法 

500mlコラーゲンゲルを器官培

養用培養皿の中央に厚さ5mmに

積層した。hNCLCを遠心したあ

と，30μl 細胞塊をゲル板の中央

にスポットした。その細胞塊の

中央にリコンビナントhCPNE7
を染みこませたCollagen sponge
をのせて徐放した。1週間培養後に，DSPの発現を免疫組織学的方法で，石灰化を

アリザリンレッド染色で評価した。 

 
 

Tomato;CPNE7発現ｍHAT9ｄ細胞株NCLC（miPS由来）スフェロイド

collagen gel 1週間培養後 評価

Collagen gel

rCPNE7含有Collagen sponge

hNCLC (iPS由来）のスフェア



４．研究成果 

① マウス歯胚でのCPNE7の発現の確認 

生後1日の下顎第1臼歯並びに

下顎切歯についてCPNE7の発

現を免疫組織学的に検索した

ところ，いずれの組織におい

ても前エナメル芽細胞並びに

星状網，外エナメル上皮に

CPNE7の発現を強く認めた。

一方，前象牙芽細胞には発現

を認めなかったが，分化した

象牙芽細胞に発現するように

なった。 

②  CPNE7によるマウスNCLCを象牙

芽細胞に分化誘導  

mNCLCにリコンビナントCopine-7
を添加したあと石灰化培地に切り

換えて，1週間後に免疫組織学的に

確認したところ，mNCLCはPax9と
Dspを発現するようになった。 

③ CPNE7によるヒトNCLCを象牙芽細

胞に分化誘導することの検証 

hNCLCにリコンビナントCopine-7
を添加したあと石灰化培地に切り

換えて1週間培養して免疫組織学的

方法にて検出した。その結果，hNCLCはDsppとosteocalcin を発現していた。この

hNCLCからmRNAを抽出して，発現量を比較したところ，DSPP, DMP, PAX9, Lhx6
のいずれも1.5倍から2倍の上昇を認めた。 
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④ CPNE7によるヒトNCLCを象牙芽細胞に分化誘導することの検証 

hNCLCのスフェアに対して

コラーゲンスポンジを用いた

リコンビナントCPNE7の徐
放を行い，ｈNCLCの分化に

ついて検討を行った。ｈ

NCLCのスフェアの細胞は周

辺部分より周囲に遊走しなが

ら，拡大した。細胞はコラー

ゲンスポンジを中心に放射線

状に拡がり，細胞はその方向

性に沿って配列していた。また免疫組織学的方法にてDSPの発現を検討した結果，

コラーゲンスポンジの周辺部に限局して沈着する像が観察された。 

以上の結果から，hiPS細胞を用いて極性をもった象牙芽細胞の分化誘導にはほぼ成

功した。しかし，生体に移植した場合に完全な象牙質歯髄複合体の形成を実証する

までには至らなかった。今後この成果を移植実験まで広げて象牙質歯髄複合体の

形成を目指す。さらにこの研究において，象牙芽細胞分化と極性を制御する新規の

バイオマテリアルコーティングの技術も見出すことができ，それらを応用した技

術と組み合わせた研究へと発展させる予定である。 
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