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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から歯根膜幹細胞様細胞（iPDLSC）への分化誘導法を明らかにし、分化に関
わる因子として、転写因子PAX9およびFibrillin 2を検出した。また、ヒト歯根膜幹細胞株から作製したスフェ
ロイドを、バイオ3Dプリンターを用いてチューブ状の構造体を作製した。この構造体は、ハイドロキシアパタイ
ト(HAp)棒を内部に挿入することで、歯根膜様の特性の獲得に加えてセメント質、血管および骨の特性を示すこ
とを確認した。そこで、iPDLSCのスフェロイドを用いて同様にチューブ状構造体を作製し、HAp棒を挿入して生
体内に移植を行い、骨への生着を確認した。

研究成果の概要（英文）：We clarified the method to induce periodontal ligament (PDL) stem cell-like 
cells (iPDLSC) from iPS cells, and identified the transcription factor, PAX9, and Fibrillin 2 as the
 factors to induce the differentiation of iPS cells to iPDLSC.
We also developed the tube-like structure from the spheroids derived from human PDL stem-like cell 
line that we produced. This structure exhibited not only the PDL-like properties, but the features 
of cementum, blood vessels, and bone by inserting a hydroxyapatite (HAp) cylinder into the 
structure.
Finally, we prepared the tube-like structure made of iPDLSC spheroids, and observed the engraftment 
of this structure including the HAp cylinder.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、歯の喪失後に実施されるインプラント治療は、概ね予後が把握できるようになったものの、歯根膜がない
ために噛む感覚が本来の歯とは異なることや定期的なメンテナンスが必要であることが欠点である。本研究は、
個人から作製できるiPS細胞の費用が安価になることを見据えて、iPS細胞から作製した人工歯根膜を用いて、歯
根膜を保有したバイオインプラントの確立に向けた研究に道筋をつけるものである。これは、歯科界に新しい治
療の選択肢を増やすイノベーティブな研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  
私たちは、歯および咬合の長期保存のため、歯根膜組織の再生の観点から研究を進めてきた。 
歯根膜組織の再生において枢軸的役割を持つ歯根膜幹細胞は、日本人の正常なヒト歯根膜組

織中には、0.07 %程度存在するといわれており（①）、非常に稀少であることから、臨床や研究
に用いるのに十分な細胞数を確保することは極めて困難である。そのため私たちは、当時注目さ
れていなかった iPS 細胞に着目し、これを歯根膜幹細胞に誘導する方法について研究を進めて
きた。iPS 細胞から歯根膜幹細胞様細胞を誘導するために、一旦、神経堤細胞への分化誘導を行
い、この中から神経堤細胞マーカーである CD271 に対して陽性の細胞を抽出し（iNC 細胞）、
これをプライマリーのヒト歯根膜細胞の細胞外基質（PDL-ECM）上で培養し歯根膜幹細胞への
誘導を図ることを計画した。さらに、培養日数を短縮し、誘導方法の効率化を図るために、PDL-
ECM に含まれる誘導促進因子の同定が必要であった。 
一方、歯根膜を有したインプラント（バイオインプラント）については、当時、研究が進んで

おらず、そのような中で、私たちは、バイオ 3D プリンターを用いて、私たちの研究室で樹立し
たヒト歯根膜幹細胞株のスフェロイドからチューブ状の人工歯根膜の作製に着手していた。し
かしながら、その機能解析、そして iPS 細胞を用いた研究については実施されていなかった。 
 
２．研究の目的 
歯の喪失後に、現状のインプラントでは得られない、天然の歯と同様の歯根膜感覚のあるイン

プラント体の作製は、患者の満足度の高い QOL の回復に繋がる、画期的な再生歯科医療である
と考えられる。そこで、本研究では、iPS 細胞から歯根膜幹細胞（iPDLSC）への効率のよい誘
導方法を明らかにし、さらに誘導された iPDLSC のスフェロイドを用いて、バイオ 3D プリン
ターでチューブ状構造体を構築し、この内部にハイドロキシアパタイトを挿入した次世代バイ
オインプラントを作製することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究では、以下のような解析を行った。 
（１）PDL-ECM 上で培養した iNC 細胞の歯根膜幹細胞特性について解析した。 
（２）CAGE シークエンス法を用いて PDL-ECM に関する網羅的解析を行い、歯根膜細胞に発
現の高い ECM および転写因子を候補因子としてピックアップし、それぞれの siRNA を作製し
て、iPDLSC への誘導能について評価した。 
（３）iPDLSC への分化誘導能を示す因子の発現ベクターを作製し、その効果を検証した。 
（４）バイオ 3D プリンターを用いて、ヒト歯根膜幹細胞株のスフェロイドからチューブ状構造
体構築の条件を決定し、さらにその内部にチタンまたはハイドロキシアパタイトの芯棒（コア）
を挿入して、人工歯根膜としての特性について解析した。 
（５）iPDLSC を用いた人工歯根膜の作製法を確立した。 
 
４．研究成果 
（１）iPS細胞をLee 
ら（②）の報告に従
って iNC 細胞へ分
化誘導し、さらにこ
の細胞を PDL-ECM
上で培養した。iPS
細胞から iNC 細胞
そして iPDLSCへ分
化が進むについて、
各々の分化段階に合
ったマーカーが発現
することを確認した
（図１）。iPDLSC に
ついて解析を進めた
結果、自己増殖能が
高く、間葉系幹細胞
の表面抗原である
CD90 および CD105 陽性細胞数を多く含み、骨芽細胞および脂肪細胞への分化能を持ち、歯根
膜細胞マーカー（Periostin, Osteoprotegerin, Type I Collagen）を発現する iPDLSC 細胞への
分化が誘導されることを明らかにした。またヒト皮膚線維芽細胞（SF）の ECM やフィブロネ
クチン＋ラミニン（FL）コートでは、このような活性はみられず（図２）、また同じヒト歯根膜



細胞であっても誘導能が低いものと高いものがあることが判明した。さらに iPDLSC 細胞をβ
TCP およびハイドロキシアパ
タイトの複合物と共に、免疫不
全マウスの背部皮下に移植し
たところ、iPDLSC 由来の歯根
膜様線維が形成されることを
明らかにした。以上より、私た
ちが今回用いた方法で誘導さ
れた iPDLSC は、歯根膜幹細
胞の特徴を有した細胞である
ことがわかった。 
 
（２）PDL-ECM 解析のため、ヒト皮膚線維芽細胞、および iPDLSC への誘導能の異なる ECM
を発現する２種のヒト歯根膜細胞の計 3 種の細胞から RNA を抽出して、CAGE 法解析を行っ
た。その結果、iPDLSC への誘導能の高い歯根膜細胞に発現が高い５つの転写因子および 15 の
細胞外基質をピックアップした。これら 20 の因子のそれぞれについて siRNA を作製し、各々
を導入したヒト歯根膜細胞の ECM 上で iNC 細胞を培養した。その結果、転写因子 PAX9 の
siRNA を導入した歯根膜細胞の ECM 上で培養した iNC 細胞は、歯根膜細胞マーカーの発現が
促進しなかった。さらに、多分化能について解析した結果、骨芽細胞への分化に影響は見られな
かったが、脂肪細胞への分化が抑制された。 
一方、細胞外基質の Fibrillin 2 の siRNA を導入した歯根膜細胞の ECM 上で培養した iNC 細

胞は、増殖および間葉系幹細胞マーカーの CD105 陽性細胞数が減少し、さらに骨芽細胞ならび
に脂肪細胞への分化能が阻害された。加えて、歯根膜細胞マーカーの発現も低下したことから、
Fibrillin 2 は iPDLSC への誘導に深くかかわる ECM であることが明らかになった。しかしな
がら、Fibrillin 2 のリコンビナントタンパクでコートした dish 上で iNC 細胞を培養しても、
iPDLSC には誘導されなかったため、Fibrillin 2 はその誘導にパーシャルに働くか、あるいは複
合体として作用する可能性が考えられた。 
 
（３）PAX9 の発現ベクターを作製し、これを導入した歯根膜細胞上で iNC 細胞を培養した。
その結果、歯根膜細胞マーカー（Periostin, Osteoprotegerin, Type I Collagen, PLAP1）がいず
れも有意に亢進することが明らかになった。したがって、PAX9によって転写されるECMには、
iNC 細胞の iPDLSC 誘導を細かに制御する因子が含まれることが判明した。 
 
（４）まずヒト歯根膜幹細
胞株からスフェロイドの
培養条件を決定した。１ウ
ェルに細胞数が２４００
０個になるように、計３８
４ウェルに播種した。培養
期間は、２日間で、直径お
よび真円度が最大になり、
表面粗造度も０％になる
ことを確認した（図３）。
そこで、作製したスフェロ
イドをバイオ 3D プリンターを用いて積層し、還流培養器内にて 10 日間培養後、チューブ状の
構造体（外径 3.14 mm、内径 1.76 mm、高さ 2.6 mm）を作製し、人工歯根膜として用いた。次
にその内部にハイドロキシアパタイトまたはチタンのコアを挿入
して（図４）、さらに 7 日間培養した。その結果、コアの有無や種類
にかかわらず、細胞の生存に影響はなかった。人工歯根膜内には、
いずれも Type I および Type III コラーゲンが密に形成されており、
また歯根膜関連因子（Type III Collagen, PLAP1, Syndecan-1）、血
管関連因子（Vascukar Endothelial Growth Factor A, Hepatocyte 
Growth Factor）、骨・セメント質関連因子（Osteocalcin, Cementum 
Protein 1）の遺伝子発現がいずれも同等に亢進することが明らかに
なった。しかしながら、これらの因子について免疫染色を行った結
果、ハイドロキシアパタイトのコア挿入群において、Syndecan-1, 
Hepatocyte Growth Factor, Vascukar Endothelial Growth Factor、
Cementum Protein 1 の発現が他の群よりも増加していた。 
したがって、歯根膜幹細胞株から作製した人工歯根膜は、ハイド

ロキシアパタイトをコアとすることで、歯根膜様の特性の獲得に加えてセメント質、血管および
骨の特性を示すようになったことから、歯根膜として有用であることが示唆された。 
次に、人工歯根膜にチタンコアを挿入し、バイオインプラントしてラットの骨内に埋入した。

その結果、生体に生着することが判明した。 



 
（５）（４）の結果に基づいて、iPDLSC から同様にスフェロイド作製を試みたが、直径はヒト
歯根膜幹細胞株と同等であったものの、真円度は低く、表面粗造度は非常に高く、細胞間の結合
は弱かったため、バイオ 3D プリンターの操作に耐えられる強度を有していないことが判明し
た。この問題解決のため、低濃度のアスコルビン酸をスフェロイド培地に添加した結果、細胞増
殖および細胞外基質の産生が向上し、真円度および表面粗造度は改善して、バイオ 3D プリンタ
ーの操作にも耐えられる強度を持つようになった。 
 
＜引用文献＞ 
① Hidaka et al. Arch Oral Biol. 2012 
② Lee G et al. Nat Protoc. 2010. 
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