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研究成果の概要（和文）： 
 iPS 細胞 (induced pluripotent stem cells)は、これまでの研究において外胚葉、中胚葉、内胚葉

すべての細胞に分化可能であることが確認されており、ES 細胞同様に歯を構成する細胞に分化

させることは十分可能であると考えられる。そこでiPS 細胞から歯を構成する細胞を分化誘導し

、それを用いてbiotooth を作製することは、歯の再生治療における一つの重要な技術開発と考え

今回この研究計画を立案した。本計画はiPS 細胞から上皮・間葉の各細胞への分化誘導を検討し

、それらの細胞とマウス歯胚由来細胞とを組み合わせることにより歯胚の組織細胞をiPS 由来細

胞から作り出すことを目的とした。まず、ES細胞による研究を参考に、iPS細胞から間葉系幹細

胞(MSC)を効率よく分化誘導する方法を確立した。この細胞では９０％以上の細胞がMSCマーカ

ーであるSTRO-1陽性であり、その他の間葉マーカーも陽性であった。さらに、マウスiPS細胞か

ら歯原性間葉細胞の前駆細胞である神経堤細胞へ分化させる誘導法を開発した。この細胞は、免

疫染色、リアルタイムReal Time RT-PCR,フローサイトメーターにてほとんどの細胞が神経堤細

胞マーカー陽性であることが示された。また、ヌードマウスに対する移植実験にて腫瘍形成能が

認められなかったことより、臨床応用への安全性が示唆された。誘導された神経堤様細胞をマウ

ス歯胚上皮細胞と共培養することにより、この細胞が象牙芽細胞マーカーDSPを発現することが

分かった。また、この遺伝子発現は、マウス歯胚上皮細胞株HAT-7のコンディションドメディウ

ムでの培養において有意に増加することがわかった。この結果より、iPS細胞由来神経堤様細胞

が象牙芽細胞に分化する能力をもち、歯の再生に有用な細胞ソースとなる得ることが示された。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 Induced pluripotent stem (iPS) cells are generated from somatic cells by the simultaneous introduction 

of several factors; and they differentiate into the 3 embryonic germlayers with an extensive proliferative 

capacity. Recently, many researchers have reported that iPS cells can differentiate into different cell types, 

such as neurons, cardiac myocytes, and renal lineage cells, under appropriate conditions. Therefore, iPS 

cells have emerged as potential cell sources for tooth regeneration. In this study, we aimed to form 

biotooth by recombination of iPS cell-induced dental germ cells with mouse dental germ cells. First, we 

established the induction methods of iPS into mesenchymal stem cell (MSC). The differentiated cells 

expressed STRO-1, MSC marker, more than 90%, as well as other MSC markers. Further, we established 

a culture protocol to induce the differentiation of iPS cells into neural crest like cells (NCLC), which is a 

precursor cell of dental mesenchymal cells. After the induction, the most of cells expressed neural crest 

cells markers. The cells did not form teratomas after transplantation into nude mice subcutaneously, 

suggesting the safety for clinical applications. Moreover, in recombination cultures of NCLC and mouse 
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dental epithelium, NCLC exhibited a gene expression pattern involving dental mesenchymal cells. Some 

NCLC also expressed dentin sialoprotein. Conditioned medium of mouse dental epithelium cultures 

further enhanced the differentiation of NCLC into odontoblasts. These results suggest that iPS cells are 

useful cell sources for tooth regeneration and tooth development studies. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は胎生期マウス歯胚細胞や切歯のエ

ナメル上皮幹細胞、間葉系幹細胞を用いて

「biotooth」（図1，２）を作製する実験を行っ

てきた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 しかしながら、これらの研究には胎生期の

歯胚や齧歯類の切歯に由来する細胞を用いる

ため、ヒトに応用するには問題点が多く、将

来的な臨床に向けて細胞ソースをどこに求め

るかという課題が残っている。 
細胞による歯の再生に関する研究は、組織工

学を用いてブタ歯胚細胞から歯を作り出した

研究 (Yelick, J. Dent.Res, 2002)をきっかけに

様々な手法を用いて研究が行われており、

我々の研究室でもマウスの臼歯や切歯歯胚に

由来する「biotooth」の作製に成功している（図

１，２）。 
 胚性幹細胞（ES 細胞）や組織幹細胞は、そ

れらが持つ多分化能により、biotooth を形成

するための細胞ソースとして、その可能性が

示唆されている(Ohazama et al., J. Dent. 
Res.,2004, Hu, et al., J. Dent. Res., 2006)。2006 
年に京都大学、山中教授らによって初めて発

表されたiPS 細胞 (induced pluripotent stem 
cells)は、これまでの研究において外胚葉、中

胚葉、内胚葉すべての細胞に分化可能である

ことが確認されており、ES 細胞同様に歯を構

成する細胞に分化させることは十分可能であ

ると考えられる。そこで、iPS 細胞から歯を

構成する細胞を分化誘導し、それを用いて

biotooth を作製することは、歯の再生治療に



おける一つの重要な技術開発と考え、今回こ

の研究計画を立案した。  
 
２．研究の目的 
 我々はすでに理化学研究所よりマウスiPS 
細胞の分与を受け、未分化マーカーである

nanog-GFP の発現を確認し、未分化維持のた

めの培養条件を確立してきた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
本計画はiPS 細胞から上皮・間葉の各細胞へ

の分化誘導を検討し、それらの細胞とマウス

歯胚由来細胞とを組み合わせることにより歯

胚の組織細胞をiPS 由来細胞から作り出すこ

とを目的とした。歯胚は歯原性上皮細胞と外

胚葉性間葉細胞の2 つの組織が上皮間葉相互

作用を経て形態形成が行われる。我々はすで

にiPS 細胞から上皮細胞マーカーである

E-cadherin を発現する細胞、未分化間葉細胞

のマーカーであるnestin 陽性反応を持つ細胞

を作り出すことに成功していた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの研究をもとに，本研究では１）iPS 
細胞から上皮細胞を効率よく分化誘導、分離

させる技術の確立、２）iPS 細胞から分化し

た上皮細胞を歯原性間葉細胞と組み合わせる

ことにより、歯原性上皮細胞（エナメル芽細

胞）へ効率よく分化誘導させ、分離させる技

術の確立、３）iPS 細胞から間葉細胞を効率

よく分化誘導、分離させる技術の確立、４）

iPS 細胞から分化した間葉細胞を歯原性上皮

細胞と組み合わせることにより、歯原性間葉

細胞（象牙芽細胞）へ効率よく分化誘導させ、

分離させる技術の確立を行うこと、そしてこ

れらから得られた結果を基にiPS 細胞由来の

biotooth を作製する技術を確立することを最

終目標として、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
1. iPS 細胞から上皮・間葉細胞、神経堤細胞

を効率よく分化誘導、分離する技術の確立 
 ES 細胞を上皮、間葉細胞に分化させる

方法に準じて、培地と培養方法（通常の２

次元培養、hanging drop 法等）、添加因子

（BMP-4, bFGF, NGF, EGF, retinoic acid 
等）、培養器の表面コーティング（ゼラチ

ン、ラミニン、ファイブロネクチン、コラ

ーゲン等）などについて、iPS 細胞の適切

な培養条件を検討した。 
2. 分化した細胞の特性の確認 

 免疫染色、Real time RT-PCR, フローサイ

トメーターをもちい、分化誘導した細胞に

おける細胞マーカーの発現を検討した。 
3. ヌードマウス皮下への移植 

 分化させた腫瘍を形成するかどうか、ヌ

ードマウス皮下への移植して検討した。 
4. 誘導した細胞と歯胚細胞との再結合実験 

 iPS 細胞から誘導した細胞が歯胚細胞

からの刺激を受け、歯原性細胞に分化する

かどうかを検討するため、マウス切歯細胞

と組あわせtrowell法にて共培養した。培養

後１週間で歯原性細胞マーカー抗体を用

いて免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
1. iPS細胞から間葉細胞を効率よく分化誘

導する技術の開発 
 ES細胞による研究を参考にし、iPS細
胞から間葉系幹細胞(MSC)を効率よく分

化誘導する方法を確立した。この細胞で

は９０％以上の細胞がMSCマーカーで

あるSTRO-1陽性であり、その他の間葉

マーカーも陽性であった。 
2. iPS細胞から分化させた細胞を分離する

技術の確立 
 １．で分化誘導したMSCをMacs cell 
sorting system を用いSTRO-1陽性細胞で

選択的に分離する技術の構築に成功し

た。 
3. iPS細胞から神経堤細胞への分化誘

導法の確立 



 マウスiPS細胞から歯原性間葉細

胞の前駆細胞である神経堤細胞へ分

化させる誘導法を確立した(図５) 。 
図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 開発した分化誘導法を改良するこ

とで、さらに神経堤細胞マーカー陽

性細胞の出現率を上げることに成功

した。また、この細胞をヌードマウ

ス皮下へ移植しても奇形腫は形成さ

れなかった。 
図６ 
 
 
 
 
 
 

4. iPS細胞由来神経堤様細胞の象牙芽

細胞への分化能 
 ３．で誘導された神経堤様細胞を

マウス歯胚上皮細胞と共培養する

ことにより、この細胞が象牙芽細胞

マーカーDSPを発現することが分か

った（図７）。 
 
図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 また、この遺伝子発現は、マウス

歯  胚上皮細胞株HAT-7のコンデ

ィションドメディウムでの培養にお

いて増加することがわかった。さら

に、誘導した細胞から磁気ビーズ法 
(Macs cell sorting system) にてHNK-1
陽性細胞と陰性細胞を分離し、マウ

ス歯胚上皮との共培養後のDSPの発

現を比較したところ、陽性細胞がよ

りDSPを発現することが明らかとな

り、HNK-1陽性神経堤細胞がより強

い象牙芽細胞分化能をもつことが示

唆された。 
以上の結果は2011年に論文としてStem 
cells & Development誌に掲載された。 

5. iPS細胞由来神経堤様細胞と歯胚細

胞との組み合わせによる移植実験 
 iPS 細胞由来神経堤様細胞と歯胚上

皮細胞を組み合わせ、免疫不全マウス

腎皮膜下に移植する実験をフランスの

研究チームとの共同研究にて進めてい

る。現在までに、移植後１週後の組織

で、初期歯胚用の構造物が出来ること

が確認されている。今後この実験をす

すめ、iPS 細胞由来神経堤様細胞が歯

を再生させるかどうかを検討していく。   
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