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研究成果の概要（和文）：本研究では、iPS細胞由来歯性上皮細胞および間葉細胞の樹立を目的とした。iPS細胞
をケラチノサイト分化培地を用いて培養することにより、歯性上皮細胞の前駆細胞となる上皮様細胞を樹立し
た。また、歯性間葉細胞への分化に必須な因子をiPS細胞由来神経堤細胞に遺伝子導入し、導入遺伝子の発現亢
進を確認した。フローサイトメトリーを用いて遺伝子導入されたことを示すGFP陽性細胞の検出を行うことによ
り、遺伝子導入効率の評価を行った。

研究成果の概要（英文）：We aimed to induce odontogenic cells from induced pluripotent stem cells 
(iPS cells) by gene transfection. To induce dental epithelial-like cells, we first generated iPS 
cell-derived epithelial cells. Next, we transfected essential factor of odontogenesis into iPS 
cell-derived neural crest like cells. Transfection efficiency was evaluated using flow cytometry.

研究分野： 歯学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、再生医療の研究が活発に行われてい

る中、歯科領域においても、歯、歯周組織、

および顎骨の再生医療の実現に向けて盛ん

に研究が進められており、歯科の再生医療実

現への期待が高まってきている。2009 年、申

請者らのグループは、世界に先駆けて、器官原

基法を応用してマウス歯胚を人為的に作製し、

成体マウス口腔内で再生歯が発生・萌出するこ

とを明らかにし、歯の再生の実用化に向けた基

礎研究を推進してきた。この報告により、「歯

の再生」に向けた細胞操作技術の開発は大いに

進展したが、再生医療の実現のためには、良

質で安全な細胞を十分量準備するための技

術開発が必要である。マウス、さらに、ヒト

の人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の樹立以来、

iPS細胞を用いた再生医療の実現に向けた研究

が活発に行われている。歯科領域では、サイ

トカインの添加や共培養を行うことで、iPS

細胞は歯性細胞へと分化することが示唆さ

れ、iPS 細胞が歯の再生の細胞シーズとなり

得ることが示された。しかし臨床応用を考え

た場合、これらの方法には、他種細胞の混入、

動物由来成分の含有、分化誘導効率、癌化、

および細胞の heterogeneity 等の解決すべき問

題が残されている。 

 細胞発生に必須な特異的遺伝子の導入は、

iPS 細胞の分化誘導方法として、最も有効な

手段の一つである。しかし、遺伝子導入を応

用した、iPS 細胞から歯性細胞への分化誘導

法は、これまで確立されていなかった。申請

者らは、遺伝子導入を応用した iPS 細胞から

象牙芽細胞への分化方法の確立を目指し研

究を行ってきた。まず、象牙芽細胞の由来と

なる神経堤細胞を、マウス iPS 細胞から誘導

した。その iPS 細胞由来神経堤様細胞に、象

牙芽細胞の発生に必須な Pax9 および BMP4

の発現プラスミドを遺伝子導入した結果、象

牙芽細胞の前駆細胞である間葉細胞と象牙

芽細胞のマーカー発現が亢進し、iPS 細胞由

来歯性間葉および象牙芽細胞の分化が示唆

された。これらの成果は、高効率に iPS 細胞

から象牙芽細胞を分化誘導できる遺伝子導

入技術の確立へとつながる、世界初の知見で

ある。しかし、申請者らの遺伝子導入を応用

した iPS 細胞から象牙芽細胞への分化誘導技

術には、遺伝子導入効率、分化誘導効率、お

よび細胞の heterogeneity など改善すべき点が

ある。また、歯の発生には歯性上皮および間

葉細胞の相互作用が必要だが、遺伝子導入に

よる iPS 細胞から歯性上皮細胞への誘導は報

告されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、遺伝子導入法を基軸とした、

より効率的で安全な iPS 細胞から歯性細胞へ

の新規分化誘導方法の開発を行うこととした。

また、分化誘導効率を向上させるために、遺

伝子導入された細胞の分取や、iPS 細胞から歯

性細胞への分化に必要な導入遺伝子の検索を

行うこととした。さらに、樹立した iPS 細胞

由来歯性上皮および間葉細胞の歯胚への分

化能を明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）iPS 細胞由来上皮様細胞の樹立 

 Feerder free で培養した iPS 細胞を BMP4 と

レチノイン酸存在下で２日間培養した後、ケ

ラチノサイト分化培地を用いて歯性上皮細

胞の前駆細胞となる上皮様細胞を誘導した。

その後、4%PFA を用いて iPS 細胞由来上皮様

細胞を固定し、上皮細胞マーカーとして知ら

れている Cytekeratin8/18（CK8/18）および 

Cytokeratin 14（CK14）の発現を免疫蛍光で解

析した。 

 

（２）iPS 細胞から歯性間葉細胞への分化誘導 

 歯性間葉細胞の前駆細胞である iPS 細胞由

来神経堤細胞様細胞に、歯の発生に必須な転写

因子である Msx1 を Electroporation により発現

させ、２日間培養した。遺伝子導入された iPS



細胞由来神経堤様細胞からトータル RNA お

よびタンパク質を精製し、それぞれリアルタイ

ム PCR および Western blot により、導入遺伝子

の発現亢進を確認した。 

 

（３）Electroporation による遺伝子導入効率

の評価 

 1.0×106個の iPS 細胞由来神経堤細胞様細胞

に対し、10 μg の GFP 発現プラスミドを導入し

た。5 日間培養したのちに細胞を回収し、フロ

ーサイトメトリーを用いて遺伝子導入され

たこ GFP 陽性細胞の検出を行うことにより、

遺伝子導入効率の評価を行った。 

 

（４）homogenous な GFP 陽性 iPS 細胞由来

神経堤細胞様細胞の樹立 

遺伝子導入された細胞を特異的に分取する

ために、ソーティングにより GFP 陽性の iPS

細胞由来神経堤細胞様細胞を選択的に回収し

た。 

 

４. 研究成果 

（１）iPS 細胞由来上皮様細胞の樹立 

 位相差顕微鏡像から、分化誘導された細胞

はKeratinocyteの組織像と相似した敷石上の形

態を呈していた。分化誘導された細胞では

CK8/18、およびCK14の発現が認められた。  

 

（２）iPS 細胞由来神経堤様細胞における

Msx1 の強制発現 

 Electroporation により、iPS 細胞由来神経堤

様細胞において Msx1 mRNA およびタンパク

質の発現が促された。 

 

 

（３）遺伝子導入により GFP を発現させた

iPS 細胞由来神経堤細胞様細胞のセルソーテ

ィング 

 セルソーティングを行うことにより、GFP

陽性の iPS 細胞由来神経堤細胞様細胞を選択

的に回収した。細胞総数に対する GFP 陽性細

胞の割合は 53-55%であり、我々の論文（Seki 

et al., Stem Cells Transl Med, 2015）で示した遺

伝子導入効率の結果（53.0 ± 6.9%）とほぼ一

致した。 
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