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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から、歯原性上皮細胞あるいは歯原性間葉細胞へ誘導する技法を検討した。
1) iPS細胞からEGFとFGF-2によって神経堤由来細胞へ、さらにBMP-2などの刺激によって象牙芽細胞様細胞へ誘
導した。この誘導でDSPPとRUNX2遺伝子の発現上昇が認められた。2)iPS 細胞からレチノイン酸とBMP-4によって
ケラチノサイトへ、さらにFGF-8とShhの刺激によってエナメル芽細胞様細胞へ誘導した。この誘導でアメロブラ
スチンなどの発現上昇が認められた。これらの誘導した歯原性細胞の上皮‐間葉相互作用を利用して、歯胚の形
成過程を模倣した歯の再生に取り組む。

研究成果の概要（英文）：We investigated techniques for inducing iPS cells to dental epithelial cells
 or dental mesenchymal cells. 1) iPS cells were induced into neural crest-derived cells by EGF and 
FGF-2, and then into odontoblast-like cells by BMP-2. These inductions increased the gene expression
 of DSPP and RUNX2. 2) iPS cells were induced into keratinocytes by retinoic acid and BMP-4, and 
then into ameloblast-like cells by FGF-8 and Shh. These inductions increased the gene expression of 
AMBN and AMELX. These results demonstrated that iPS cells could be guided differentiation toward 
odontogenic lineage via regulating the signaling of tooth development, without odontogenic cells.

研究分野： 口腔生化学

キーワード： iPS細胞　エナメル芽細胞　象牙芽細胞　神経堤由来細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞から歯原性細胞のサポート無しにエナメル芽細胞へ誘導することは、不明な点が多いエナメル芽細胞分
化を解き明かす一助になる。iPS細胞から誘導した歯原性上皮細胞と歯原性間葉細胞の上皮‐間葉相互作用によ
る歯原性細胞に依存しない歯胚形成は、歯を失った高齢者などに対応できる歯胚再生法として有望と考える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 超高齢化社会を反映し平均寿命の延びに伴う喪失歯の増加は、QOL 低下につながるため改善
が求められる。近年進展する再生医学は歯科分野においても、胎生期歯原性細胞を用いた歯胚
の再生や、iPS 細胞(induced pluripotent stem cells;人工多能性幹細胞)による歯胚構成細胞誘導な
どの研究成果から喪失歯への歯胚再生医療が期待される。一方で臨床応用となると、現状の研
究の多くは歯原性細胞（歯の形成に関わる細胞）を直接的、あるいは間接的に細胞ソースとし
て利用することから、すでに歯が無くなった高齢者などへの対応には課題が残る。 
 歯の形成は上皮の肥厚に始まり、直下の間葉組織に神経堤由来細胞が凝集し、上皮が間葉側
へ陥入して生じたエナメル器が間葉組織を囲み歯乳頭に、周囲間葉が増殖して歯小嚢となる。
歯乳頭の一部は象牙芽細胞へ分化して象牙質を、歯乳頭に接する上皮細胞はエナメル芽細胞へ
分化してエナメル質を形成する。歯胚形成は、歯原性上皮と間葉細胞の相互作用で進行する。 
iPS 細胞は、体細胞に特定４遺伝子を導入して様々な細胞への分化できる多能性幹細胞である。
その iPS 細胞を神経堤細胞へ誘導後に歯胚上皮細胞の培養上清を培地に加えて、象牙芽細胞を
含む歯原性間葉へ誘導(Otsu K, Stem Cells Dev 21:p1156, 2012)の論文や、マウス iPS 細胞を浮遊
培養後に BMP4 を加えて象牙芽細胞へ誘導(Ozeki N, PLos One 8:e80026, 2013)や、マウス iPS 細
胞から神経堤様細胞に分化後 Pax9 の遺伝子導入や BMP4 添加で象牙芽細胞へ誘導(Seki D, Stem 
Cells Transl Med 4:p993, 2015)の報告がある。エナメル芽細胞では、iPS 細胞と歯原性上皮細胞の
共存培養による誘導や (Arakaki M, J Biol Chems 287:p10590, 2012)、エナメル芽細胞培養上清が
マウス iPS 細胞をエナメル芽細胞へ誘導した (Liu L, J Tissue Eng Regen Med 10:p466, 2016)論文
があるが、共に歯原性上皮細胞がエナメル芽細胞誘導に必要である。 
 歯原性細胞に依存しない iPS 細胞から象牙芽細胞への誘導はすでに報告がある。しかし、歯
原性細胞に依存しない iPS 細胞からエナメル芽細胞への誘導はこれまで報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 
 iPS 細胞から歯原性細胞のサポート無しにエナメル芽細胞へ誘導する技法を確立する。iPS 細
胞から誘導したエナメル芽細胞と象牙芽細胞を用いて、生体内で細胞間相互作用によって進行
する歯胚形成を模倣した、歯原性細胞に依存しない歯胚再生を実現化する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 象牙芽細胞誘導 
 ヒト iPS 細胞を Essential 8 で増殖後に、DMEM/F-12 培地に bFGF と EGF 含有の誘導培地で神
経堤由来細胞へ誘導した。神経堤由来細胞への分化は、指標の一つである SOX10 の発現によっ
て評価した。続いてMEM に 20 % FBS、BMP-2、-グリセロリン酸、デキサメタゾン、リン酸
二水素カリウム含有培地で象牙芽細胞へ誘導した。細胞分化は象牙質シアロリンタンパク質
(Dentin sialophosphoprotein: DSPP)と RUNX2 の遺伝子発現から評価した(TaqMan Real Time 
PCR Assays, Applied Biosystems)。またアリザリンレッド染色によって、細胞の石灰化能を
評価した。 
 
(2) エナメル芽細胞誘導 
 ヒト iPS 細胞を Essential 8 で増殖後に、MCDB154 培地に BMP-4 とレチノイン酸を加えた培
地で培養してケラチノサイトへ誘導する。ケラチノサイトへの分化は、指標の一つである
Cytokeratin 14 の発現によって評価した。続いて MCDB153 に下垂体エキス、インスリンなど添
加した分化誘導培地で培養した。さらに必要に応じて培地に Shh や FGF8 などを加え、誘導条
件の最適化を図った。細胞分化は、Amelogenin、Ameloblastin、KLK4 などの遺伝子発現を指標
に評価した。また Western Blotting 法によって Amelogenin のタンパク質発現を解析した
(Anti-AMELX antibody ab153915, abcam)。 
 
(3) 上皮-間葉相互作用の解析 
 iPS 細胞から誘導したエナメル芽細胞様細胞と象牙芽細胞様細胞を接触させるようにコラー
ゲンゲル内(Cellmatrix Type I-A, Nitta Gelatin)で三次元培養して、上皮-間葉相互作用を利用
した細胞の再構成を図った。スフェロイド状になった再構成細胞をマウス腎皮膜へ移植して、
さらに成長した組織をHematoxylin-Eosin染色とAmelogeninの免疫組織染色を施して観察した。 
 
 
 
 



 
４．研究成果 
 
(1) 象牙芽細胞誘導 
 ヒト iPS 細胞から EGF と FGF-2 によって神経堤由来細胞へ誘導した後に、BMP-2 やアスコ
ルビン酸などの刺激によって象牙芽細胞様細胞へ誘導した。bFGF と EGF 含有の DMEM/F-12
培地で上昇した SOX10 の発現は、BMP-2 を含む誘導培地によって低下して、紡錘形の線維芽
細胞様の細胞形態をとった。これらの誘導によって DSPP と RUNX2 遺伝子の発現上昇が認め
られたことから、象牙芽細胞様細胞へ分化したと考えられる。さらに培養経過に伴って、アリ
ザリンレッド染色陽性の範囲が拡大した。 
 
(2) エナメル芽細胞誘導 
 ヒト iPS 細胞からレチノイン酸と BMP-4 によって Cytokeratin 14 陽性のケラチノサイトへ誘
導した後に、MCDB153 に下垂体エキス、インスリンなど添加した分化誘導培地によってエナ
メル芽細胞へ誘導した。レチノイン酸と BMP-4 によって、iPS 細胞は敷石状の上皮様の細胞形
態を示した。MCDB153 を基本とする誘導培地に Shh と FGF8 を添加すると Amelogenin と
Ameloblastin の遺伝子発現はさらに上昇した。一方で、Cytokeratin 14 とタンパク質分解酵素で
ある KLK4 の発現は培養経過に伴って減少した。タンパク質の発現レベルでは、Shh と FGF8
による Amelogenin の誘導は認められなかった。 
 
(3) 上皮-間葉相互作用の解析 
 iPS 細胞から誘導したエナメル芽細胞様細胞と象牙芽細胞様細胞を接触させるようにコラー
ゲンゲル内に包埋して、上皮-間葉相互作用を利用した歯胚再構成培養を実施した。コラーゲン
ゲルに包埋したエナメル芽細胞様細胞と象牙芽細胞様細胞は、培養経過に伴い一塊になってス
フェロイド状を呈した。続いて再構成したスフェロイドをマウス腎皮膜へ移植して、成長した
スフェロイド状の細胞を組織形態学的に解析した。エナメル芽細胞様細胞と象牙芽細胞様細胞
に誘導した二種類の細胞は、上皮系あるいは間葉の特徴をもつ細胞形態を示した。一方で、そ
れらの細胞が接する境界において明瞭な細胞の極性や、免疫組織染色によって Amelogenin が染
色される範囲は観察されなかった。 
 
 
 個々の細胞の分化誘導では歯原性細胞特有の遺伝子発現が認められたが、エナメル芽細胞誘
導においてタンパク質の発現レベルまで至らなかった。誘導期間の中で Shh と FGF8 で刺激す
るタイミングを変える、あるいはその他の成長因子を追加した誘導など、さらなる効率的な誘
導法の探索が必要と考える。 
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