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研究成果の概要（和文）：  

 一般的に ES細胞/iPS細胞の樹立・維持には feeder細胞が必要とされる。MEFs細胞と

STO 細胞は広く feeder細胞として使用されている。本研究の目的は、ヒト乳歯（HDDPCs）

と過剰歯（SNT）から iPS細胞を樹立することである。HDDPCsと SNT歯髄から初代培養細

胞を得て、OCT3/4、SOX2/KLF4、 LMYC/LIN28 （マーカーとして pmaxGFPを使用）を Neon® 

Transfection systemを使用して遺伝子導入した。ES培地にて 15日間培養し、mitomycin C

処理した MEFs細胞と STO細胞上に播種した。コロニーは 26継代まで培養維持した。この

期間において、ES 細胞様形態を有しているかどうか、またアルカリフォスファターゼ活性

があるかどうかを評価した。HDDPCs 由来 iPS細胞では、MEFs細胞上では樹立・維持が可

能であったが、STO細胞上では維持ができなかった。本結果から、HDDPCsは初期化因子に

より初期することができ、STO 細胞よりも MEFs細胞の方が、HDDPCs由来 iPS細胞の樹立・

維持には良いことが示唆され、feeder細胞の選択は、効果的な iPS細胞の樹立に重要な要

素であることが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Feeder cells are generally required for establishing and maintaining embryonic stem 
(ES) cells/inducible pluripotent stem (iPS) cells. Mouse embryonic fibroblasts 
(MEFs) isolated from fetuses and STO mouse stromal cell line are the most widely used 
cells for this purpose. The aim of this study was to determine which cells are suitable 
for establishing iPS cells from human deciduous tooth dental pulp cells (HDDPCs) and 
supernumerary teeth (SNT). Primarily cultured HDDPCs and SNT (5 × 104) were 
co-transfected with 3 plasmids containing human OCT3/4, SOX2/KLF4, or LMYC/LIN28 
together with pmaxGFP (used as a reporter) by using the Neon® Transfection system, 
a novel electroporation method involving a capillary and wire-type electrode. They 
were then cultured in a medium specified for maintaining ES cells for 15 days. Colonies 
were collected by trypsinization and re-seeded onto mitomycin C-treated MEFs or STO 
cells. The colonies were serially passaged for up to 26 passages. During this period, 
colony morphology was assessed to determine whether they exhibit ES-like morphology 
and alkaline phosphatase activity to evaluate the state of HDDPC reprogramming. 
HDDPCs maintained on MEFs were transformed to iPS cells with several undifferentiated 
properties, but those on STO cells failed. Established HDDPC-derived iPS cells grown 
on MEFs were successfully maintained on STO cells without loss of their pluripotent 
nature. Our results indicate that HDDPCs can be reprogrammed using reprogramming 
factor, and that MEFs are better than STO cells as feeder cells for establishing and 
maintaining HDDPC-derived iPS cells, suggesting that the choice of feeders is a key 
factors enabling efficient generation of iPS cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年の再生医療技術の進歩は目覚ましい。
再生医療は、損傷を受けた組織や臓器を自ら
の体内にある細胞を用いてその機能や形態
を回復しようという、最先端治療の確立を目
指している。そのためには、各種の細胞・臓
器へと再生が可能な幹細胞の制御や、自在に
移植用細胞を生み出す技術が必要である。従
来の幹細胞研究の問題点の多くを解決でき
る多能性幹細胞（以下 iPS 細胞）は 2006 年
に高橋と山中によって樹立され、それ以降さ
まざまな体細胞から作成されている。 
  
 
２．研究の目的 
 歯科臨床においては、永久歯の萌出障害な
どの理由により過剰埋伏歯を摘出する機会
があるが、これらの歯は自家移植等で有効活
用されることは稀で、ほとんどが廃棄される。
また、過剰埋伏歯を有する患者では先天欠如
歯を併発する傾向があり、摘出した埋伏過剰
歯を基に新たな歯を再生させることは非常
に意義がある。歯髄には未分化な細胞集団が
多数含まれていることから、これまで注目さ
れることがなかった過剰埋伏歯も、バイオリ
サイクルという観点からみると、非常に有効
な細胞供給源となる可能性がある。そこで本
研究では過剰埋伏歯から iPS細胞を樹立する
ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 プラスミドにより遺伝導入を行うため、安
全性を考慮してヒト由来の OCT3/4, SOX2, 
KLF4, C-MYC のプラスミドを増幅する。過剰
埋伏歯の歯髄細胞へプラスミドを用いて遺
伝子を導入し、ヒト iPS細胞を樹立する。未
分化の程度が多様であることからシングル
セルクローニングを行う。樹立した iPS細胞
が真の iPS細胞であるかどうかを検討するた
めに、未分化マーカー遺伝子の発現を解析す
る。三胚葉性に分化可能であることを確認し、
誘導効率について検討する。 
 
 

４．研究成果 
(1) 本研究の目的は、ヒト乳歯（HDDPCs）
と過剰歯（SNT）から iPS細胞を樹立するこ
とであるため、HDDPCsと SNT歯髄から初代
培養細胞を得て、OCT3/4、SOX2/KLF4、
LMYC/LIN28 （マーカーとして pmaxGFPを使
用）を Neon® Transfection systemを使用
して遺伝子導入した。 
 
 
(2) ES培地にて 15日間培養し、mitomycin 
C処理した MEFs細胞と STO細胞上に播種し
た（図１・図２）。コロニーは 26継代まで
培養維持した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１ 培養された iPS 細胞 

図２ iPS 細胞（拡大写真） 
 



(3) 培養された iPS 細胞が ES 細胞様形態
を有しているかどうか、またアルカリフォ
スファターゼ活性があるかどうかを評価し
た（図３）。 

 
 
 
 
(4) HDDPCs 由来 iPS 細胞では、MEFs細胞上
では樹立・維持が可能であったが、STO 細
胞上では維持ができなかった。 
 
 
(5) 以上より、HDDPCs は初期化因子により
初期することができ、STO細胞よりも MEFs
細胞の方が、HDDPCs由来 iPS細胞の樹立・
維持には良いことが示唆され、feeder細胞
の選択は、効果的な iPS細胞の樹立に重要
な要素であることが示唆された。 
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図３ アルカリフォスファターゼ活性 
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