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研究成果の概要（和文）：Cre-loxP systemによって作製したDmp1-Cre-EGFPマウスを用いて間葉系細胞から象牙
芽細胞への効率的な分化方法の検討とともに遺伝子発現解析により分化制御機構を明らかにし、iPS細胞を用い
た歯牙再生モデルの構築を目的に研究を行った。
歯原性間葉系細胞に古典的Wntシグナル経路を活性化するGSK3β阻害剤とFGF8を添加することで、歯原性の性質
維持に成功した。さらに同マウスからiPS細胞を樹立、神経堤細胞へ分化させ、セルソーターで分けた象牙芽細
胞分画細胞群を歯原性上皮と組合せ再生歯胚を作製した。再生歯胚を免疫不全マウスの腎被膜下に移植を行い、
歯胚の分化・成長の確認を行った。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to investigate efficient differentiation method from 
dental mesenchymal cells to odontoblasts using Dmp1-Cre-EGFP transgenic mice generated by Cre-loxP 
system and establish tooth regeneration model using iPS cells. 
Concurrent stimulation with FGF8 and GSK3β inhibitor induced differentiation of dental mesenchymal 
cells into odontoblast-like cells and maintained odontogenic properties. Furthermore, iPS cells were
 established from derived from Dmp1-Cre-EGFP transgenic mice and differentiated into neural crest 
cells. 
Also, we constructed the bioengineered tooth germ by using the cells derived from the neural crest 
cells.In addition, Using the bioengineered tooth germ, we performed subrenal capsule transplantation
 into immunodeficient mice and evaluated the differentiation and growth of the tooth germ.

研究分野： 小児歯科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞は再生医療における重要なソースとして歯科分野においても注目されており、効率的かつ安全性の高い
分化誘導法の確立が必須である。本研究では古典的Wntシグナルの活性化とFGF8の相互作用によって歯原性間葉
系組織の歯原性の性質維持に成功した。iPS細胞から神経堤細胞への分化技術は確立しており、今後は神経堤細
胞から象牙芽細胞へと分化させることが期待できる。本研究の推進により、象牙芽細胞の分化制御機構および機
能の一端を明らかにするとともに、ヒトにおける歯の再生の進歩に貢献できる。将来的にはインプラントに変わ
る、新たな欠損補綴の開発に貢献し国民の健康とQOLの向上に寄与できる重要なデータである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
歯の発生は歯原性上皮細
胞と間葉系細胞の相互作
用により開始される(図
1)。発生初期から両者は
様々なシグナル分子によ
ってお互いを調節し、厳
密に制御されている。歯
原性上皮組織からはエナ
メル芽細胞へと、間葉系
組織からは歯周組織、歯
髄および象牙芽細胞へと
分化し、歯の形成が行わ
れる。間葉系組織の分化
は蕾状期から帽状期移行
する際に形成されるエナ
メル結節が複数の増殖因子を分泌するシグナルセンターとして機能し、その制御を受けてい
る。歯の発生メカニズムに関する報告はいくつかあるものの象牙芽細胞の形成に至る詳細な分
化機構は明らかにされていない。Zheng らは歯原性間葉系組織が歯原性上皮細胞との分離によ
り、急速に歯原性を失うことを報告しており(Y Zheng et al. PLoS ONE 2016)、歯の発生にお
ける上皮—間葉の相互作用の重要性が明らかにされている。また分化段階特異的に発現する遺伝
子のプロモーターを用いた遺伝子改変マウスを用いた転写ネットワークの探索が頻繁に行われ
ているが、象牙芽細胞に対する探索は少ない。 
 また iPS 細胞は多分化能を有することで再生医療における重要な供給源として期待されてい
る。器官原基である歯胚の人工的に形成した歯の立体構築モデルの報告は多くあるが、ヒトに
おける歯の再生を目指すためには供給源の獲得が必要となる。iPS 細胞は多分化能を有する再
生医療の重要な供給源として注目されているが、ヒトへの応用には効率的かつ安全性の高い分
化誘導法の確立が必須とされている。 
これまでの研究から間葉系細胞から象牙芽細胞へ分化する際に Wnt シグナル経路の１つである

古典的経路が分化に重要であることと歯の発生初期から発現がみられる FGF8 の働きに着目し、
歯原性間葉系幹細胞の象牙芽細胞分化を検討し、古典的 Wnt シグナル経路を活性化する GSK3β
阻害剤と FGF8 を添加することで、象牙芽細胞に特異的なマーカーである Dentin 
sialophospho-protein(DSPP)の発現が維持されることを見出した。歯原性維持には FGF8 と WNT
古典経路の両者の活性化が関与していることが考えられるが象牙質生成には至っておらず未解
明な点が多い。本研究では iPS 細胞を由来とした歯の再生を行うことを最終的な目的とし、
DMP1 プロモーターを用いた象牙芽細胞分化における転写因子ネットワークの解明を学術的な
「問い」に設定した。 
 
２．研究の目的 
Dmp1-Cre-EGFP マウスを用いて間葉系細胞から象牙芽細胞への効率的な分化方法の検討ととも
に遺伝子発現解析により分化制御機構を明らかにし、分化した iPS 細胞を用いた歯牙再生モデ
ルの構築を目的とする 
 
３．研究の方法 
本研究ではまずCre-loxP systemによって作製したDmp1-Cre-EGFPマウスの歯原性間葉系組織を
採取し、FGF8および古典的Wntシグナル経路の象牙芽細胞分化における相互作用の検討を行う。
分化誘導した細胞にセルソーターを用いて
EGFPの発現を指標として象牙芽細胞分画と非
象牙芽細胞分画に分ける。その後、同マウス
からiPS細胞を樹立し神経堤から象牙芽細胞
への分化を目指す。 
さらにセルソーターで分けた象牙芽細胞分画
細胞群を歯原性上皮と組合せ再生歯胚を作製
し免疫不全マウスの腎被膜下に移植を行い、
歯胚の分化・成長の確認を行う。その後同マ
ウスを使用して下顎骨内に再生歯胚を移植す
る。歯牙形成が確認できた後は、天然歯と比
較し成長の評価と分析を行う（図２）。 

 
 



４．研究成果 
（１）Dmp1-Cre-EGFPマウス由来細胞によるWnt
シグナルとFGF8の相互作用の検討 
Cre-loxP system によって作成した Dmp1-Cre-

EGFP マウスの歯原性間葉系組織を採取し、FGF8
および古典的 Wnt シグナル経路の象牙芽細胞分
化における相互作用の検討を行った。出生直後
の同マウス第一臼歯の間葉系組織から細胞を単
離したものを用い、GSK3β阻害剤、FGF8 を添加
して 21日間培養を行った。その結果、GSK3β
阻害剤と FGF8 の両者を添加した細胞は紡錘形
を呈し、単独投与群と比較して有意な細胞増加
を認めた（図３）。また、qRT-PCR 分析により、
GSK3β阻害剤と FGF8 同時添加群においては、
Dmp1、Dspp、Nestin、Pannexin3、Bsp、 
Osterix の発現レベルが単独投与群と比較し
て有意に増加することが認められ、古典的 Wnt 
経路の活性化と FGF8 が歯胚間葉細胞の歯源
性を有意に誘導することを示した（図４）。 
（２）Dmp1-Cre-EGFPマウス由来iPS細胞の樹
立と再生歯胚の作製 
同マウスから iPS 細胞の樹立を行った。 
神経堤細胞へ分化させた後、セルソーターを

用いて象牙芽細胞分画細胞群を抽出し同マウ
スの胎児から採取した歯源性上皮と組合せ先
行研究に基づき再生歯胚を作製した（図５）。 
（３）再生歯胚の腎被膜下移植 
作製した再生歯胚を先行研究に基づき４週齢

の免疫不全マウスの腎被膜下に移植を行った
が、一部の歯胚においては石灰化が認められ
たが歯としての成長を確認することはできな
かった。そのためマウス下顎骨内への再生歯胚移植に向けて培養条件
などの見直しをすることとなった。本研究の内容は iPS 細胞を今後の
歯科における再生医療に応用する上で今後さらに検討が必要となるデ
ータである。歯原性間葉系細胞を効率よく象牙芽細胞へ分化誘導する
ために培養条件をはじめ、多方面からのメカニズムの解明が必須であ
る。本研究においては iPS 細胞から歯牙再生へ向けた古典的 Wnt 経路
と FGF8 の役割についてさらなる詳細なデータを解析し、歯牙再生療法
へとつなげていく必要があると考える。 
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