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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は，人工多能性幹細胞（iPS細胞）を用いた歯の再生技術の創生を目的
とし，トランスポゾンを利用したテトラサイクリン制御性遺伝子発現システムに着目した。歯胚発生に重要な
BMP-4遺伝子の発現を調節可能なiPS細胞を作製し，その胚葉体から自己組織化を誘導した結果，中胚葉系の細胞
を経て軟骨組織が誘導されると共に，歯胚構成細胞と成り得る非神経外胚葉系の細胞に分化を誘導できることが
明らかとなった。本研究成果は，BMP-4等の遺伝子発現操作によって，iPS細胞から歯や軟骨の自己組織化を容易
にする可能性を示しており，今後の再生医療への貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop induced pluripotent stem (iPS) 
cell-based tooth regeneration techniques by a transposon-based tetracycline (tet)-controlled gene 
regulation system. We focused on BMP-4, an important gene for tooth germ development, and 
successfully established a tet-controlled BMP-4 gene regulation system for iPS cells in which 
transcriptional activation of BMP-4 was associated with enhanced mesodermal and non-neuroectodermal 
lineage commitment. These findings represent an important step toward genetically engineered 
self-organization of iPS cells, particularly for generation of mesodermal cartilage and 
non-neuroectodermal organs, such as teeth.

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： 再生歯科補綴学　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の歯科治療は，失った歯を人工の補綴装置（入れ歯、ブリッジ、インプラント）を用いて補う術式の上に成
り立っているが，万能細胞と称されるiPS細胞の発見によって，歯そのものを再生する技術開発に期待が寄せら
れている。本研究では，細胞内でゲノム上の位置を転移することのできる塩基配列であるトランスポゾンを用い
た遺伝子発現制御技術に着目し，歯の発生に重要な遺伝子の発現を操作可能なiPS細胞を作製することで，iPS細
胞を軟骨や歯の源基に成り得る細胞に導けることを明らかにした。本研究成果は，試験管内でiPS細胞から歯や
軟骨の作製を容易にする可能性を示しており，今後の再生医療への貢献が期待される。



１．研究開始当初の背景 
現在の補綴歯科治療は，歯質ならびに歯列の欠損を人工の補綴装置やインプラントを用いて

補う術式の上に成り立っているが，万能細胞と称される induced pluripotent stem（iPS）細
胞の発見によって，歯質や歯そのものを再生する次世代技術の開発に期待が寄せられている。
また，iPS 細胞は再生医療だけでなく発生学の研究においても重要な役割を果たすことが期待
されており，多能性を有する iPS 細胞に遺伝子操作を行うことで，発生過程でその遺伝子がど
のような役割を果たすかを解析することも可能である。PiggyBac トランスポゾン遺伝子導入法
は，従来のウィルスを用いた遺伝子導入法とは異なり，大容量の遺伝情報を導入可能であり，
導入した遺伝子配列を再度人為的に除去することが可能なシステムである。 

本研究では，iPS 細胞から歯胚再生を誘導する戦略として，歯胚発生のキーとなる遺伝子の
発現を，本来の発生過程で発現している時期を模倣して誘導するアプローチを提案する。これ
を実現するため，テトラサイクリン（Tet）による発現誘導技術を応用したトランスポゾン遺伝
子導入システムを用い，導入遺伝子の発現のOn/Offを自在に制御可能なiPS細胞株を樹立する。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，歯胚発生に重要な遺伝子の発現が調節可能な iPS 細胞株を作製し，発生過
程の模倣による歯胚誘導を試みることによって，iPS 細胞を用いた歯の再生技術の基盤を確立
することである。 
 
３．研究の方法 

（1）歯胚発生関連遺伝子発現誘導トランスポゾン PiggyBac ベクターの構築 
歯の発生に関連する遺伝子である Bone morphogenetic protein-4（BMP-4）および Amelogenin

の発現誘導トランスポゾンPiggyBacベクターの構築を行った。目的遺伝子が発現するとGFP（緑
色）あるいは mCherry（赤色）を発するように設計された二種類のトランスポゾン PiggyBac ベ
クターを用い，BMP-4 の cDNA を緑色発色 PiggyBac ベクターに，Amelogenin の cDNA を赤色発色
PiggyBac ベクターに組み込んだ。 

各 cDNA を組込んで構築した PiggyBac ベクターを Transposase 発現ベクターと共に HEK293
細胞に導入した。Tet 制御性-On/Off 発現誘導システムが作動することを，ドキシサイクリン
（Tet の誘導体）存在下における蛍光発色（緑または赤色）の有無で確認した。 

 
（2）Tet 制御性に導入遺伝子の発現が誘導可能な iPS 細胞株の樹立 

構築した各ベクターをエレクトロポレーション法により歯肉由来マウス iPS 細胞に導入し，
薬剤選択クローニングによって適切にベクターが導入された iPS 細胞株の樹立を試みた。樹立
したiPS細胞株におけるTet制御性-On/Off発現誘導システムの作動を，RT-PCRおよびWestern 
blotting 解析により確認した。 

 
（3）BMP-4 遺伝子の転写促進が iPS 細胞胚様体の自発的分化に及ぼす影響 
① 作製した BMP-4 導入 iPS 細胞株を用い，浮遊培養によって細胞凝集塊（胚様体）を形成さ

せ，ドキシサイクリン添加により誘導した導入 BMP-4 遺伝子の転写が胚様体の自発的分化
に及ぼす影響を RT-PCR 法により解析した。 

② BMP-4 の発現制御によって分化が方向付けられた iPS 細胞塊をマウス皮下へ移植し，さら
なる成熟組織への分化を組織切片観察により評価した。 
 

（4）Amelogenin 遺伝子の転写促進が iPS 細胞の歯原性上皮細胞分化に及ぼす影響 
Tet 誘導性 Amelogenin 発現制御 iPS 細胞株のエナメル芽細胞誘導過程において，ドキシサ

イクリン添加により誘導された Amelogenin 遺伝子の転写が，iPS 細胞の歯原性上皮細胞および
エナメル芽細胞への分化に及ぼす影響を RT-PCR 法および von Kossa 染色により検討した。 

 
４．研究成果 

（1）特定遺伝子発現誘導トランスポゾン PiggyBac ベクターの構築 
BMP-4あるいは Amelogeninの cDNAを組み込んだ PiggyBac ベクターを HEK293細胞に導入し

た結果，ドキシサイクリン添加によって各導入遺伝子およびそのタンパク質の発現が誘導され
たことから，構築した遺伝子発現制御ベクターが予想通り作動することが確認された。 

 
（2）Tet 制御性特定遺伝子発現誘導 iPS 細胞株の樹立 

構築した各 PiggyBac ベクターを遺伝子導入して得た各 iPS 細胞株にドキシサイクリンを添
加した結果，0.02～2μg/ml の添加濃度で各導入遺伝子およびそのタンパク質の発現が著明に
誘導された。また，作製した iPS 細胞株は未分化幹細胞マーカーである Nanog，Oct3/4 および
SSEA-1 を発現しており，多能性幹細胞としての性質を維持していたことから，Tet 制御性に
BMP-4 あるいは Amelogenin の発現を On/Off 可能な iPS 細胞株（iPS-Tet/BMP-4 細胞株あるいは
iPS-Tet/Amelogenin 細胞株）の樹立が確認された。 



 
（3）BMP-4 遺伝子の転写促進が iPS 細胞の自発的分化に及ぼす影響 

iPS-Tet/BMP-4細胞株から胚葉体を作製した後にBMP-4発現を誘導することで自発的分化を
促し，各胚葉マーカー遺伝子の発現を RT-PCR 法で解析した。その結果，中胚葉および上皮（非
神経外胚葉）関連遺伝子の発現は上昇し，神経外胚葉と内胚葉関連遺伝子の発現は減少してい
たことから，iPS 細胞胚様体における BMP-4 遺伝子の転写促進は中胚葉系および非神経外胚葉
系の細胞への分化を誘導することが明らかとなった。 

 
（4）iPS 細胞の BMP-4 発現制御による軟骨への自己組織化誘導 

Tet 添加 iPSCs-Tet/BMP-4 細胞をマウスに移植するとテラトーマが形成され，その内部には
Tet 非添加 iPSCs-Tet/BMP-4 細胞の場合と比較して多くの軟骨組織を含有していた。iPS 細胞の
軟骨細胞誘導法はいくつか報告があるが，特にマウス iPS 細胞は長期の誘導日数を要する。そ
こで，iPSCs-Tet/BMP-4 を用いることで軟骨分化誘導を簡便に効率的に行える可能性があると
仮説を立てた。 

iPSCs-Tet/BMP-4 を Tet 存在下で軟骨分化誘導を行うと，軟骨関連マーカー遺伝子およびタ
ンパク質を高発現している表面滑沢な軟骨ペレットが形成された。この軟骨ペレットをラット
膝蓋骨へ移植し，組織学的解析を行った結果，移植したペレットは腫瘍を形成することなく移
植先に生着し，軟骨を再生した。この方法は従来の軟骨分化誘導法と比較し，誘導期間を短縮
することができ，スキャホールドも要さなかった。 

 
（5）iPS 細胞の BMP-4 発現制御による歯胚への分化誘導 

iPSCs-Tet/BMP-4 細胞の胚様体における BMP-4 の発現タイミングを制御すると，嚢様構造が
形成され，この構造体は口腔上皮マーカーを発現していた。この嚢様構造体から採取した細胞
をマウス皮下へ移植するとテラトーマを形成し，その内部には歯胚と同様に上皮間葉相互作用
により器官発生する毛包様構造が確認された。 

そこで，歯の発生に関連するシグナルを人為的に操作することで iPS 細胞から歯胚への誘導
を試みた。TGF-βインヒビターをこの胚葉体へ添加すると，中胚葉マーカー遺伝子の発現は減
少し，非神経外胚葉マーカー遺伝子の発現が促進した。また，Wnt シグナル経路を活性化する
と共に FGF 成長因子を添加することで，歯原性関連遺伝子の発現誘導が可能であった。 

 
（6）Amelogenin 遺伝子の転写促進が iPS 細胞の歯原性上皮細胞分化に及ぼす影響 

iPS-Tet/Amelogenin 細胞株をエナメル芽細胞へ分化誘導し，その過程で Amelogenin 遺伝子
の転写を促進すると，上皮細胞/エナメル芽細胞関連遺伝子群の発現は亢進し，細胞外基質の著
明な石灰化を認めた。従って，Amelogenin 遺伝子の転写促進は iPS 細胞の上皮細胞/エナメル
芽細胞への分化を促進する可能性が示唆された。 

 
以上の結果から，iPS 細胞における BMP-4 の転写活性が中胚葉系の軟骨組織あるいは非神経

外胚葉系の細胞への分化決定に重要な役割を果たすことが示唆された。また，Amelogenin 等の
歯の発生に関与する遺伝子の発現を制御することで，iPS 細胞から歯胚構成細胞への効率的な
分化誘導を可能にすることが示唆された。また，本研究成果は，BMP-4 等の遺伝子発現操作に
よって，iPS 細胞から歯や軟骨の自己組織化を容易にする可能性を示しており，今後の再生医
療への貢献が期待される。 
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