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研究成果の概要（和文）：pT-ARIP導入iPS細胞をヌードマウスに移植し、生じた奇形腫を初代培養し、歯関連細胞の出
現を蛍光発現で検索した結果、蛍光を発現する細胞を観察することができなかった。おそらくin vivoで奇形腫が形成
される過程で導入された遺伝子にはサイレンシングなどの遺伝子発現抑制がかかっていた可能性がある。そこで、遺伝
子導入前のiPS細胞由来の奇形腫から得た初代培養細胞について、RT-PCR解析を行った。その結果、OCT3/4、NANOG、NE
STIN、OC (osteocalcin)、DMP、DSPP、BGPの発現が認められた。また、免疫組織学的解析を行ったところ、AMELXの存
在を確認した。

研究成果の概要（英文）：We obtained a primary culture of teratoma cells  from a nude mouse that was transp
lanted with a pT-ARIP introduced in an iPS cell. We attempted to detect cells responsible for tooth develo
pment based on the expression of the fluorescent gene; however, the cells were not detected.. In the proce
ss in which a teratoma was formed, repression of gene expression likes gene silencing may have started the
 introduced gene. Hence, RT-PCR analysis of the primary teratoma cell culture obtained from iPS cells befo
re transgenesis was conducted. The expression of OCT3/4, NANOG, NESTIN, OC (osteocalcin), DMP, DSPP, and B
GP was observed.  Moreover, the existence of AMELX was confirmed by immunohistological analysis.
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１．研究開始当初の背景 
近年、再生医療技術の進歩は目覚ましく、

歯科領域でも智歯や乳歯に由来する幹細胞
の性質を有する細胞群が続々単離され、これ
らの体性幹細胞を用いた歯の再生が精力的
に展開されている。しかし、これら幹細胞の
ほとんどは、細胞分散剤による細胞解離後、
FACS による分取によって得られる。そのた
め、単離できる細胞数は非常に少なく、詳細
な培養条件も確立していないため、当該細胞
の維持・供給の面からは多くの課題が残って
いる。 
 一方、iPS 細胞作製技術は、自家細胞によ
る自己移植を可能とし、細胞自体が in vitro
で無限に増殖するため、細胞供給源としては
理想的である。しかし、iPS 細胞からどのよ
うにして in vitro で歯形成に係わる目的の
細胞を分化誘導させるかは未解明であり、何
よりも分化誘導をかけた後の細胞の中から、
iPS 細胞の特性である癌化という性質が再燃
する可能性もあるので、iPS 細胞を臨床応用
へ結び付けるには充分な基礎的研究が必要
である。 
 歯は複雑な細胞間の相互作用を経て形成
される。従って、歯組織から幹細胞を単離し
てもそれ単独ではエナメル質や象牙質を含
む３次元構造を持つ歯にはなり得ない。
Nakao ら（Nat Methods 4, 227-230, 2007）
は、胎齢後期胎仔の口腔の歯胚部分の上皮細
胞と間葉系細胞を混合し、この集合体（再構
成歯胚）をマウス臼歯抜歯後に窪みを作り、
この孔に再構成歯胚を移植し、ほぼ完全な歯
を再生させることに成功した。 
 しかし、どのような細胞がどのようにその
再生に係わっているのか、詳細なメカニズム
は不明のままである。しかも歯幹細胞、
ameloblast、odontoblast などの歯関連細胞
についても個々の詳細な機能は未だ不明な
点が多い。それは in vitro で充分に維持可
能な細胞株が得られていないことも理由の
一つとして挙げられる。そのため、in vitro
で無限に増殖できるiPS細胞を材料に用いれ
ば、歯形成に係わるそれぞれの細胞株を容易
に樹立できると考えられる。しかし、in vitro
で iPS細胞から歯形成に係わる細胞群を分化
誘導する条件が、現段階では不明なままであ
ることが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
iPS/ES 細胞をヌードマウス皮下に移植す

ると奇形腫ができる。この中には、完全に分
化を遂げた軟骨、腸上皮などの組織と未分化
な細胞が混在する。これは、歯や軟骨などの
特定の組織器官は、発生学的に初期の器官原
基からそれぞれ独自に発達してくることを
示唆する。また、奇形腫の名から言えるよう
に、様々な発生段階の多種類の組織がその中
に存在しているため、当然歯組織も含まれる
と考えられる。実際、ヒトの奇形腫ではエナ

メル様構造物が認められることがある。さら
に重要な点は、in vitro では iPS/ES 細胞か
らの歯の分化誘導条件が不明な場合でも、そ
れら細胞を in vivo で移植し奇形腫にすれば、
iPS/ES 細胞由来の歯組織を得ることが現実
的に可能という点である。そこで、本研究で
は、in vivo で作製された奇形腫に由来す
る歯関連細胞群のみを選択的に濃縮する独
創的な in vitro 組織再構成法を用いて、
まだ達成されていないヒト iPS 細胞から歯
幹細胞、ameloblast、odontoblast などの
歯関連細胞株の樹立を目指す。 
本研究では、奇形腫からどのように iPS/ES 

細胞由来の細胞群を得るかが重要となる。細
胞が分化した時はじめて蛍光タンパクや薬
剤耐性遺伝子が発動するように仕組んだプ
ラスミドを遺伝子導入した iPS/ES 細胞を
ヌードマウスに移植し、奇形腫を作成する。
その奇形腫を摘出後、ハサミでバラバラにほ
ぐし、細胞分散剤で単一細胞レベルまで解離
する。解離細胞を培養し、薬剤で細胞を選別
する。薬剤存在下で生存する細胞群は、歯形
成細胞であり、赤や緑の蛍光を発するものと
期待される。 
 
 

３．研究の方法 
本研究で提案する独創的な手法がヒト iPS

細胞由来の歯関連細胞株の樹立に実際に利
用可能か検討する。まず、ameloblast や
odontoblastで特異的に働くpromoterを用い
て、蛍光タンパク遺伝子と薬剤耐性遺伝子を
同時発現するプラスミドを作製する。これを
ヒトiPS細胞に遺伝子導入し、組換えヒトiPS
細胞を得る。組換えヒト iPS 細胞をヌードマ
ウス精巣内に移植し、奇形腫を得る。次いで、
奇形腫の初代培養と in vitro 細胞選別を行
い、ヒト iPS 細胞由来の ameloblast や 
odontoblast の細胞株を樹立する。詳細は以
下の通りである。 
１) ameloblast 、odontoblast に特異的な
蛍光遺伝子/薬剤耐性遺伝子を発現するプラ
スミドの作製 
ameloblast や odontoblast などの歯関連

細胞に特異的に蛍光タンパクを発現するプ
ラスミドを構築する。ameloblast には、
amelogenin (AM) プ ロ モ ー タ ー を 、
odontoblast に は Dspp （ dentin 
asialophosphoprotein）プロモーターを用い
る。また、細胞内で２種のタンパクを同時発
現させるため、IRES（internal ribosomal 
entry site）を蛍光タンパク遺伝子と薬剤耐
性遺伝子の間に置く。 
 

２）ヒト iPS 細胞へのプラスミドの遺伝子
導入と組換えヒト iPS 細胞の単離 
 ２種のプラスミドをヒト iPS 細胞に 
nucleofection システムを用いて遺伝子導
入し、G418/blasticydine S の２重選別によ
り、pARIPN, pDEIPB の２種を内蔵する組換



えヒト iPS 細胞を得る。この段階では未分化
であるため、puro(-)/EGFP(-)/DsRed1(-)で
あるが、ameloblast や odontoblast などの
歯 形 成 細 胞 に 分 化 し た 場 合 、
puro(+)/DsRed1(+) あ る い は
puro(+)/EGFP(+) となる。 
 
３）組換えヒト iPS 細胞の in vivo 移植に
よる奇形腫形成とその解析 
２）で得られた組換えヒト iPS 細胞をヌー
ドマウス精巣内へ注入し、奇形腫を形成させ
る。組換えヒト iPS 細胞を bFGF 不在下懸濁
培養し、いくつかの初期分化細胞が存在する
胚様体を移植する群（実験-１群）、組換えヒ
ト iPS 細胞と妊娠後期（Day 15-18）のマウ
ス胎仔口腔近傍の細胞の混合物を移植する
群（実験-２群）、組換えヒト iPS 細胞と BMP 
や GDF11 の混合物を移植する群（実験-３
群）、組換えヒト iPS 細胞をそのまま移植す
る群（対照群）で検討する。細胞群を移植す
る場合、その分散を防ぐため、細胞をコラー
ゲンスポンジゲル支持体にくるみ移植する。 
移植 1-1.5 ヶ月後に 10-15 mm に成長した

奇形腫を摘出する。腫瘍内には未分化細胞と
分化細胞とが混在しており、腫瘍のスライス
を作製し、UV 下で赤蛍光を示す ameloblast
細胞群、緑蛍光を示す odontoblast 細胞群の
検出を確認する。同時に歯特異的タンパクお
よび mRNA 検出のための抗体を用いた免疫
組織学的解析、RT-PCR 解析、H-E 染色による
組織学的解析を行い、腫瘍内の歯関連組織の
分化状態を分析する。 
 

４）固形腫瘍の初代培養と in vitro 薬剤選
別 
 ３）で歯形成が顕著であったと判明された
奇形腫を選び、これを初代培養系に付す。具
体的には、ヌードマウスから摘出した奇形腫
をハサミでバラバラにほぐし、さらに細胞分
散剤で単一細胞レベルまで解離する。その後
通常培養を行い、puromycin 存在下で選別す
る。培養系に ameloblast や odontoblast 
が存在している場合、puromycin 耐性を示し、
薬剤選別から生存が可能と考えられ、
ameloblast は赤蛍光を odontoblast は緑
蛍光を示す。それらの細胞を限界希釈法で
cloning する。ameloblast と odontoblast 
の細胞株について、ameloblast 株は内在性
の ameloblastin/amelogenin mRNA を発現し
ていること、odontoblast 株は Dspp mRNA を
発現していることを RT-PCR 法で調べる。 
 
５）ヒト iPS 細胞由来株化細胞の癌再燃に関
する問題 
ヒト iPS 細胞は癌化の性質も有するため、

それから分化した細胞でも癌の再燃が懸念
される。今回、歯関連細胞の株化に成功した
場合、当該細胞がそのようなポテンシャルを
持つかの確認は、iPS 細胞を用いた歯再生を
目指す上で重要な課題となる。そこで４）項

で得た細胞をヌードマウスに移植し、移植後
３か月目に剖検し、癌発生の有無を確認する。 
 

４．研究成果 
まず初めに、ameloblast と odontoblast の

歯形成細胞に特異的に蛍光タンパクを発現
する 2種のプラスミドを構築した。 
最初、これらプラスミドを乳歯歯髄細胞か

ら得たiPS細胞に同時導入しようと試みたが、
導入効率が極端に低いせいか、2 種の薬剤
（G418, blasticidine S）による選別後、薬
剤耐性コロニーは得られなかった。そこで、
哺乳類細胞での遺伝子導入の効率が非常に
高 い と さ れ る ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 一 種
PiggyBac（PB）の系を適用することとした。
そのため、PB transposase が認識し、特異的
に結合する PB acceptor の間に上記プラスミ
ド内の発現ユニットを挿入した、いわゆる PB
ベクター（pTA-ARIPN 及び pTA-DEIHB）を作
成 し た 。 こ の ２ つ の ベ ク タ ー と PB 
transposase 発現ベクターとを iPS 細胞に
co-transfection させた。その結果、幾つか
の薬剤耐性コロニーを得た。このコロニー由
来の細胞が、導入された pTA-ARIPN 及び
pTA-DEIHB を保有していることを、分子生物
学的手法を用いて確認した。 
残念ながら、組換え iPS 細胞をヌードマウ

スに移植し、生じた奇形腫を初代培養し、歯
関連細胞の出現を蛍光発現で検索した結果、
蛍光を発現する細胞を観察することができ
なかった。おそらく in vivo で奇形腫が形成
される過程で導入された遺伝子にはサイレ
ンシングなどの遺伝子発現抑制がかかって
いた可能性がある。そこで、遺伝子導入前の
iPS 細胞由来の奇形腫から得た初代培養細胞
について、RT-PCR 解析を行った。その結果、
OCT3/4、NANOG、NESTIN、OC (osteocalcin)、
DMP、DSPP、BGP の発現が認められた。また、
奇形腫の初代培養細胞について、免疫組織学
的解析を行ったところ、amelogenin 遺伝子
(AMELX)の存在も確認された。以上より、in 
vitro で iPS 細胞から歯形成に係わる細胞群
を分化誘導し、歯形成に係わるそれぞれの細
胞株を樹立できる可能性が示された。 
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