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研究成果の概要（和文）：口蓋裂は頭部領域でもっとも頻度の高い先天異常のひとつである。実験動物による薬
剤毒性予測では種差や系統差が大きく、現状での予測は難しい。申請者らはヒトiPS 細胞から頭部神経堤細胞の
誘導に成功した。そこで、「歯科用新素材の頭部領域形態形成異常への影響の評価」を目標として、ヒトiPS細
胞由頭部神堤細胞を用いたin vitro 発生毒性評価アッセイを構築することを本研究の目的とした。アッセイに
適した改良をおこない、3種の既存の歯科材料を用いて、各種濃度の細胞毒性を評価した。その結果から、構築
したアッセイ 系は歯科材料の毒性を評価できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cleft palate is one of the most frequent congenital anomalies in the head 
region. At present, it is difficult to predict drug toxicity using experimental animals. We have 
successfully induced cranial neural crest cells from human iPS cells.　 Therefore, the purpose of 
this study is to develop an in vitro developmental toxicity evaluation assay using human iPS 
cell-derived craniofacial neural crest cells with the goal of "evaluating the influence of new 
dental materials on the formation of the maxillofacial region". And in order to conduct the assay 
properly, the differentiation induction method was improved. The method was used to assess the 
cytotoxicity of various concentrations of three existing dental materials. The results suggest that 
the developed assay system can assess the toxicity of dental materials.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口蓋裂の病因は解明されていないが、妊娠時服用薬剤による影響もその原因のひとつであると考えられている。
現状では、実験動物による評価ではヒトにおける口蓋裂発生の予測が難しい。近年、様々な歯科材料が開発され
ており、歯科材料が口蓋裂の原因となるようなことがあってはならない。この研究により開発したヒトiPS 細胞
から頭部神経堤細胞の誘導法を用いた毒性評価アッセイにより既存の歯科材料の細胞毒性を評価することができ
た。新規歯科材料の毒性を評価する方法の一つとして使用されるようさらに研究を進めていきたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
(1) 口蓋裂は日本人においては1.82～2.06 人/1,000 人の割合で発症する。病因は多因子閾説
が有力とされており、妊娠時服用の薬剤による影響も一つとしてあげられる。妊娠時服用薬剤の
毒性評価は主に実験動物を用いて行われているが、その感受性は種差や系統差が大きいため、実
験動物を用いて薬剤の口蓋裂発生への影響を予測するのは難しいのが現状である。一方、国内外
で毒性試験の動物実験代替法が検討されている。特に欧州（EU）では動物実験使用廃止が進ん
でいる。従来はマウス胚性幹細胞（ES 細胞）から心筋への分化を指標としたin vitro 発生毒性
試験法であるEmbryonic Stem Cell Test（EST 法）が代替法として利用されてきた。1998 年に
ヒトES 細胞が開発され、創薬研究におけるヒト由来細胞の利用が現実化し、2007 年、EU は
国際競争力・技術力を向上させることを目的に、第7 次研究・技術開発のための枠組み計画（FP7）
として、ヒトES 細胞を用いた発生神経毒性法の開発プロジェクトがEU コンソーシアムとして
立ち上げられ、2013 年にはその成果が報告されている。しかし、ヒト由来細胞を用いて口蓋裂
を誘引する毒性を予測することができるin vitro アッセイ系はまだ開発されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 国内で利用しやすく、分化効率の高いヒトiPS 細胞を用いて、試験管内(in vitro)にて頭部神
経堤を誘導し、化学物質を添加した影響を高感度で検出することができるアッセイ系（Neural 
Crest Cell(NCC)-based-assay）を構築する。 
(2) 構築したアッセイ系で歯科用新素材に含まれる各成分の細胞毒性を検証できることを確認
する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト ES/iPS 細胞は創薬研究において、薬効評価、毒性評価などに応用が期待されている。

しかしながら、株間の差が大きく、分化嗜好性も異なることが報告され ている。その た
め、樹立されてくる多くの細胞株の中から、効率よく分化誘導でき応用に適した細胞株を

迅速かつ簡便に選択する方法を開発する必要がある。そこで、これらヒト ES/iPS 細胞株

から外胚葉（図１）・内胚葉への分化誘導を行い、その安定性を評価した。 

図 １ ． 発 表 論 文 The International Journal of Developmental Biology 
2018;62(9-10):613-621.の Fig.1A より転載 
 

(2) 我々が 2016 年に報告（参考文献 A）した iPS 細胞から頭部神経堤細胞への分化誘導法を

用いて、Tic 細胞から頭部神経堤様細胞を誘導した。さらに、我々が 2011 年に報告した間

葉系幹細胞の無血清培地 hESF10 （参考文献 B）を用いて 96 ウェルプレートに播種した。



種後 24 時間後から試験用化合物（①チタンイオン（Ti）、②パラジウムイオン（Pd）、及

び③2-ヒドロキシエチルメタクリレート（HEMA）の 3 種類の物質）に曝露を開始し、24
時間、48 時間、または 72 時間培養した（図２）。アラマーブルーを用いて生細胞数を測定

し、頭部神経堤様細胞に対する細胞毒性を検証した．また、MRC-5 細胞についても頭部神

経堤様細胞と同様の条件で細胞毒性アッセイを実施し、比較検討した． 
 
図２．iPS 細胞から頭部神経堤へ誘導後、間葉系幹細胞未分化維持培地に培地を変えて、
薬剤を添加した。 
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(3) マウス骨芽細胞や破骨細胞に与える細胞毒性について、ハイスループットアッセイを用い

て解析した。（参考文献：Mine et al. (2010) Impact of titanium ions on osteoblast-, 
osteoclast- and gingival epithelial-like cells. J Prosthodont Res. 54 (1):1-6. Mine et al. 
(2014) Involvement of ERK and p38 MAPK pathways on Interleukin-33-induced 
RANKL expression in osteoblastic cells. Cell Biol Int 38 (5):655-662.） 
  
４． 研究成果 

 
(1) ヒト ES/iPS 細胞株 5 種の分化効率を評価した。下記に内胚葉への分化誘導効率を予測遺

伝子より数値化してプロファイルしたものを
表１に示す。その結果、ヒト ES 細胞 H9, 胎
児肺組織由来正常二倍体線維芽細胞株
MRC-5から樹立したヒト iPS細胞 Ticをフィ
ーダーフリー培地で未分化維持した Tic-FX
が、分化誘導が再現性が高く、安定している
ことが分かった。さらに、H9 ならびに Tic―
FX を神経幹細胞へ分化誘導したところ、いず
れも同等の分化誘導効率を示した(図３)。用へ
の 分 化 誘 導 効 率 も ヒ ト iPS 細 胞 Tic 
（JCRB1331.01）をアッセイに用いることと
した。 

 
図３．iPS Tic 細胞、ヒト ES 細胞 H9 細胞から神
経幹細胞に分化誘導し、神経幹細胞のマーカーで
ある Nestin に対する抗体を用いて染色を行った。 
発表論文 The International Journal of 
Developmental Biology 
2018;62(9-10):613-621.の Fig.1B より転載 

 
 
 
 

 



表１．内胚葉分化誘導予測遺伝子による数値化（発表論文 Stem Cells Dev 25(24) 2 0 1 6 
1884-1897 の Table３より転載）  

 

 
 

(2) 本研究では、ヒト iPS 細胞由来頭部神経堤様細胞を用いて 3 種類の試験化合物の細胞毒性
の検出方法について検討した．その結果、チタンイオンの細胞毒性検討においてはこれま
でに報告された in vitro 試験（Mine et al. 2010, Mine et al. 2014）で検出されている濃度
よりも低い濃度での影響が検出された．従来は血清を含む細胞培養用培地を使用して細胞
毒性が検討されていたが、本研究では無血清培地 hESF10 を使用することにより、これま
で報告されたアッセイ方法よりも高い感度で細胞毒性を検出できたと考えられる。当該内
容は、現在、論文執筆中である。 
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