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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯周組織由来細胞からヒト・エピソーマルiPS細胞を樹立し、歯の再生を目指
した基礎技術の開発を行った。細胞シーズの探索として、既に我々が樹立したヒト歯髄細胞由来iPS細胞に加えて、歯
根膜細胞、歯乳頭細胞、歯小嚢細胞由来のエピソーマルiPS細胞を樹立した。ヒト歯髄由来iPS細胞を用いてテラトーマ
を形成した結果、三胚葉性の組織像が認められた。マウスiPS細胞由来の神経堤様細胞にPax9発現プラスミドを導入し
た結果、DMP1の発現が亢進した。また誘導したマウスiPS細胞由来神経堤様細胞を用いてスフェロイドを形成した結果
、歯胚間葉細胞で発現が認められる転写因子の発現が亢進した。

研究成果の概要（英文）：In the present study,  we established human episormal iPS cells to develop fundame
ntal technologies for artificial tooth regeneration. We generated human episormal iPS cells derived from p
eriodontal ligament cells, dental papilla cells, and dental follicle cells. We tested teratoma formation o
f dental pulp cell-derived iPS cells. As a result, tissues derived from three germ layers were observed. W
e performed transfection of Pax9-expression plasmid into neral crest-like cells (NCLCs) derived form murin
e iPS cells. The expression of DMP1  was upregulated in the Pax9-overexpressing NCLCs. Moreover,  NCLC sph
ere showed induction of mRNA expressions of transcription factors that were expressed in mesenchymal cells
 of tooth germs.
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１．研究開始当初の背景 
	
 歯の先天欠如や、齲蝕、歯周炎、外傷に起
因する後天的な歯の喪失など、種々の原因に
よる歯の欠損が認められる患者に対して矯
正歯科治療を行う場合、最終的な歯の欠損部
を人工材料によって補う必要のある症例が
少なくない。しかし近年、組織から採取した
細胞を用いて人工歯胚を再生させる研究が
進み、歯の欠損部へ再生歯を移植するという
歯の再生医療実現への期待が高まってきて
いる。 
	
 再生医療への応用が期待される幹細胞とし
て ES細胞や体性幹細胞が知られているが、最
近、山中らが、マウス（Takahashi and Yamanaka, 
Cell, 2006）、さらに、ヒトの人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）を作製し（Takahashi et al, Cell, 
2007）、現在 iPS 細胞を用いた再生医療の実現
に向けた研究が多方面で活発に行われている。
2011年に沖田、山中らは、染色体を傷つけず、
癌化しにくいエピソーマル iPS 細胞の樹立方
法を開発し（ Okita K et al., Nat Methods, 2011）、
iPS細胞の臨床応用に大きな弾みをつけた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、将来の臨床応用を目的として、
ヒト歯周組織由来細胞からヒト・エピソーマ
ル iPS細胞を樹立し、これに歯胚上皮・間葉
に特異的な遺伝子を導入することにより、歯
胚形成細胞へと分化誘導して細胞シーズを
確保し、これを用いてヒト人工歯の作製を実
現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）歯周組織由来細胞を用いたヒト・エピ
ソーマル iPS細胞の樹立 
	
 矯正歯科治療のために抜去された歯から、
歯髄細胞、歯根膜細胞、歯小嚢細胞、および
歯乳頭細胞を採取した。京都大学 iPS研究所で
サブクローニングされたエピソーマルプラスミ
ド pCXLE-hOCT3/4-shp53, pCXLE-hSK, 
pCXLE-hULをエレクトロポレーション法により
遺伝子導入した。遺伝子導入後６日目に SNL フ
ィーダー細胞上にそれぞれの細胞を播種し、ヒト
iPS細胞用培地にて培養した。 
 
（２）ヒト・エピソーマル iPS細胞を用いた
テラトーマの誘導 
	
 ヒト歯髄細胞由来 iPS細胞を免疫不全マウ
スの精巣に移植した。細胞投与後 9-12 週で、
形成されたテラトーマを摘出し、パラフィン
切片を作製して、H-E 染色により組織像を観
察した。 
 
（３）マウス iPS 細胞から神経堤様細胞
（NCLC）の誘導 
	
 マウス iPS細胞を神経誘導培地中にて浮遊
培養し、スフェロイドを形成した。スフェロ
イドをフィブロネクチンコートディッシュ
上で培養することにより、NCLCを誘導した。 
 

（４）マウス iPS 細胞由来神経堤様細胞
（NCLC）への Pax9発現プラスミドの導入 
	
 マウス Pax9 の発現プラスミドを作製し、
エレクトロポレーションによりNCLCへの導
入を行った。遺伝子導入後２日目に RNA を
精製して、リアルタイム PCRによる解析の試
料とした。 
 
（５）マウス iPS細胞を用いたスフェロイド
形成 
	
 NCLC を樹立し、それらを浮遊培養するこ
とにより、スフェロイドの形成を行った。得
られたスフェロイドから RNA を精製し、リ
アルタイム PCRによる解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）歯周組織由来細胞を用いたヒト・エピ
ソーマル iPS細胞の樹立 
	
 既に我々が樹立したヒト歯髄細胞由来 iPS
細胞に加えて、歯根膜細胞、歯乳頭細胞、歯
小嚢細胞から iPS細胞を誘導した。得られた
細胞は、ES細胞様のコロニー形成を示した。 

 
（２）ヒト・エピソーマル iPS細胞における
未分化細胞マーカーの発現 
	
 歯髄細胞由来 iPS細胞における、未分化細
胞マーカー発現を RT-PCR で解析した結果、
Oct3/4、Sox2、Nanog、Rex1、DPPA5、DNMT3B
の発現が認められた。また、樹立した iPS細
胞における SSEA-4 の発現を免疫蛍光で解析
した結果、陽性シグナルが認められた。さら
に、ALP染色を行った結果、樹立したヒト iPS
細胞は ALP陽性を示した。 
 
（３）ヒト歯髄細胞由来 iPS細胞は三胚葉由
来組織に分化する 
	
 ヒト歯髄細胞由来 iPS細胞の多分化能を、
テラトーマ形成により解析した。その結果、
外胚葉、中胚葉、内胚葉由来と考えられる組
織像が認められた。 

 
（４）外因性 Pax9 発現により NCLC におけ
る DMP1発現が亢進する 
	
 将来的な、遺伝子導入によるヒト iPS細胞
から歯性細胞への誘導を目指した基盤的知
見を得るために、NCLCへ Pax9発現プラスミ
ドを遺伝子導入し、DMP1 発現への影響を解
析した。その結果、外因性 Pax9 発現による



DMP1の発現亢進が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）NCLCのスフェロイドにおいて Msx1、
Dlx1発現が亢進する 
	
 NCLC を３次元的に培養し、歯性間葉細胞
において発現する転写因子発現への影響を
解析した．その結果、NCLC スフェロイドに
おける Msx1、Dlx1 の発現は、単層培養した
NCLCに比べて上昇した。 
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