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研究成果の概要（和文）：本研究では、多能性幹細胞であるヒトES細胞から神経堤細胞に効率よく分化技術開
発、さらには神経堤細胞から間葉系幹細胞に効率よく分化させる技術開発を実施した。神経堤細胞への分化誘導
はある程度確立されているものの、更なる高効率を目指すために、各種細胞外マトリックスを用いた。とある細
胞外マトリックスを用いることで、従来に比べて高効率に神経堤細胞を誘導できる培養条件を決定した。また、
神経堤細胞から間葉系幹細胞への分化は従来法を用いて実施した。本細胞とすでに私共で保持しているPDL-MSC
細胞株のトランスクリープトーム解析の結果を比較検討することで歯周組織再生に適した細胞の遺伝子プロファ
イルの指標を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed technologies for efficient differentiation of 
pluripotent stem cells, human ES cells, into neural crest cells, and also for efficient 
differentiation of neural crest cells into mesenchymal stem cells. Although induction of 
differentiation into neural crest cells has been established to some extent, various extracellular 
matrices were used to achieve even higher efficiency. By using a certain extracellular matrix, we 
determined the culture conditions under which neural crest cells can be induced more efficiently 
than in the past. Differentiation of neural crest cells into mesenchymal stem cells was performed 
using conventional methods. By comparing the results of transcriptome analysis of these cells with 
those of the PDL-MSCs already maintained in our laboratory, we obtained an index of the genetic 
profile of cells suitable for periodontal tissue regeneration.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は、本邦において歯を失う最大の原因である。我々は、歯科領域で日常的に抜歯されている親知らずなど
の不働歯から歯根膜由来間葉系幹細胞(PDL-MSC)を単離し、重度歯周病患者の治療に応用することで、その安全
性と有効性を示してきた。本研究では、無限の増殖能を持つヒトES細胞に着目し、ES細胞から最終分化産物であ
るPDL-MSCを分化誘導するための手法とその過程を詳細に検討することにより、ES細胞由来PDL-MSCを臨床応用す
るための基礎医学的知見を得た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在の再生医療においては造血系幹細胞や間葉系幹細胞（MSC）に代表される体性幹細胞の臨

床研究が進み、我々の研究室においても自己歯根膜組織由来 MSC（PDL-MSC）を細胞シート状
に加工して移植を実施し（Iwata et al., Regenerative Therapy 2018）、10 名の患者において
その安全性と有効性を確認している。一方、細胞ソースの問題などで体性幹細胞のみでは完遂出
来ない疾患においては ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞が検討されいる。特に本邦におい
ては自己 iPS 細胞由来網膜色素上皮シートを用いた臨床研究が実施されたものの、遺伝子変異
の可能性や症例毎の自己細胞由来 iPS 細胞樹立と品質管理の困難から、品質の担保された同種
iPS 細胞と HLA の多様性を加味した iPS ストックの設立へと方向転換するに至った。そこで、
免疫拒絶が無いとされている MSC を作り出す細胞ソースとしては、遺伝子操作を行っていない
ES 細胞が再注目されている。事実、世界における多能性幹細胞を用いた臨床研究中、ES 細胞由
来の移植は多数あるものの、iPS 細胞移植は国内のみであり、遺伝子操作を行わない ES 細胞を
基軸とした分化誘導法の確立とその安全性担保のための検査技術の適性化が今後必要となる。 
一方、歯周組織の再生を行う上で自己 PDL-MSC の確保には患者の抜歯が必要であり、上記の

先行研究では咬合に参画しない抜去可能歯を保持している患者は少ないことがボトルネックと
なった。そこで平成 28 年度より国立研究開発法人日本医療研究開発機構（AMED）「再生医療の
産業化に向けた評価基盤技術開発事業（再生医療等の産業化に向けた評価手法等の開発）」にお
いて「同種歯根膜幹細胞シートの安全性・有効性評価指標の確立と歯周組織の再建」の研究代表
者として成人の廃棄智歯より PDL-MSC の細胞バンクを構築し、その安全性・有効性評価指標を
選定した。 
 
２．研究の目的 
 歯周組織再生担当細胞である歯根膜細胞は神経堤細胞由来であることが知られているが、そ
の分化制御に関してはほとんど知られていない。そこで本研究では ES/iPS 細胞から神経堤細胞
を誘導し、神経堤細胞からの歯根膜細胞への分化制御法の解明を実施する。共培養技術やオルガ
ノイド形成法などの様々な技術を導入する。今後の再生医療展開としては安全性・有効性評価を
小型動物を用いて実施し、無限に殖えうる新規細胞ソースとしての確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
①歯根膜組織由来間葉系幹細胞(PDL-MSC)特異的遺伝子の探索 
PAX9 や LHX8 などすでに確認された遺伝子群以外の PDL-MSC 特異的遺伝子を分担研究者・

中井教授と共同で探索する。倫理委員会承認の後に、健常青年より抜去歯牙を採取し、PDL-MSC
を採取する。RNA を採取した後に、NGS を用いて全発現解析を実施する。 
 

②ES/iPS 細胞を歯根膜細胞に分化させる経路の探索 
 ES/iPS 細胞を神経堤細胞に分化させた後に歯小嚢細胞を経て、歯根膜細胞への分化誘導技術
を開発する。ES 細胞はこれまでに樹立された SEES1～7 を分担研究者・梅澤センター長からの
供与を受け、未分化維持での培養手技を確立する。リファレンスとして iPS 細胞を用いる。次に
ES 細胞から神経堤細胞（NCC）への分化誘導（福田ら Plos One, 2014）を行う。本パートが
本研究の最も難易度の高いパートであり PDL-MSC への分化制御がうまく出来ない際には 1)上
皮間葉相互作用を考慮して歯原性上皮細胞との共培養を試みる(新垣ら、JBC 2012)、2)MSX1, 
BARX1 等の他の遺伝子の導入を試みる、3)PAX9 の発現は FGF8 により誘導されることが知ら
れているので FGF8 を添加する、4)BMP シグナルは FGF8 シグナルを抑制することが知られて
いることから細胞外アンタゴニストである Noggin を添加する、5)遺伝子導入や成長因子を使
わないケミカルコンパウンドを探索する、等により問題の解明を目指す。 
 
③安全性試験ならびに有効性試験の実施 
ES 由来 PDL-MSC を通法に従い 1)1000 万細胞を免疫不全マウスにインジェクション、2)軟

寒天試験、3)核型解析することで造腫瘍性試験ならびに安全性試験を実施する。また、それと同
じくして非臨床での有効性試験を象牙ディスク－PDL-MSC－骨補填材からなる特殊チャンバー
用いて免疫不全マウス皮下に移植することにより解明する。特殊チャンバーは左図のように、プ
ロトタイプが完成しており、下層（右部）に直径 6mm の象牙質片（和光純薬）を設置した後に
三層化した PDL-MSC シートを置き、その上に骨補填材顆粒を充填後、上層（左部）の蓋をする。
蓋には 300㎛の小孔が多数あけられており、血管や体液を通して栄養補給される。材質は PET
であり 3D プリンターでの作製が可能であり横にはレーザーにて番号を彫り込むことが出来る
ので、SCID マウス 1 匹に 10 個程度の移植が可能である。3 週後、12 週後に切片を作製し、セ
メント質の形成量、PDL スコアリング、靭帯走行の角度測定を行うことにより定量的な評価を
するとともに、ペリオスチン、S100A4、ヒトミトコンドリア特異的抗体を用いた免疫染色を実
施することにより、移植した細胞の in vivo 分化能を観察し、臨床応用への可能性を検討する。 
 

④ES/iPS 細胞から PDL-MSC への分化経路の同定と細胞バンク設立の検討 
 分化途中段階の全発現解析の結果を経時的にクラスタリングすることにより、特に NCC から
PDL-MSC への分化経路とセメント質発生機序の解明を目指す。GO 解析などは共同研究者の中



井教授グループと共同で解析を進め、均質な PDL-MSC 生産システムの構築を目指す。従前まで
は検体の個体差や培養条件などによりラボによって PDL-MSC の品質には差があったことは否
めない。本システムが成功し、かつ無血清培地などを用いることによりどのラボでも再現性のあ
るセルラインが構築できれば、本領域の更なる発展に貢献できるものと考えられる。また、上記
では主にPDL-MSCを前提に計画を立ててきたが、歯髄幹細胞も理論的には同様の戦略でES/iPS
細胞から分化誘導することが可能であると考えられる。歯髄細胞でも歯周組織を再生すること
が可能であると報告があることから、これらの歯周組織再生担当細胞の分化誘導技術を追究す
ることにより、歯胚再構築の細胞ソースとしても一助となると考えられる。 
 
４．研究成果 
本研究課題においては歯牙発生における間葉系細胞（具体的には歯小嚢細胞から歯根膜細胞）

を ES/iPS 細胞より分化誘導する技術開発を実施し、再生医療における新しい細胞ソースとして
利用可能かを検討した。ES/iPS 細胞の神経堤細胞誘導法を用いて、誘導期間の長短や培養方法
によって左右される分化効率に着目し、神経堤細胞誘導法をさらなる最適化を実施し、過去の報
告と比較してもより高効率と考えられる神経堤細胞誘導法を開発した。現在は、新規神経堤細胞
誘導法の実証を行っている。 
また、本研究において目指すべきゴールである歯根膜由来間葉系幹細胞に関して、ロット間に

おける性能差が存在することがわかっている。次世代シーケンサーを用いて、ロット間での発現
変動遺伝子を解析することで、歯周組織再生療法に用いるにあたっての理想的な間葉系幹細胞
の遺伝子発現プロファイルのデータを得た。 
増殖因子や低分子化合物、オルガノイド形成法など多角的な手法を用いて、歯根膜由来間葉系

幹細胞の分化を試行しており、ES/iPS 細胞由来神経堤細胞の理想的な分化条件の検討を進めて
いる。 
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