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研究成果の概要（和文）：申請者らは、Microarray解析の結果から、iPS-NCからiPS-PDLSCへの分化に伴い、
CD44の発現量が増加することを明らかにした。CD44はヒアルロン酸(HA)のレセプターであることから、HAが
iPS-NCからiPS-PDLSCへの分化誘導に重要であると考えた。そこで、低分子のHA存在下にて、ヒト神経堤細胞株
を培養したところ、HA非存在下で培養したものと比較し、歯根膜細胞関連遺伝子であるCOL-1, FBN1, OPG,およ
びPOSTNの発現量が上昇した。この結果から、HAはiPS-NCのiPS-PDLSCへの誘導を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our microarray analysis demonstrated that CD44 expression was up-regulated 
during iPS-PDLSC differentiation. CD44 is known as a kind of HA receptor, therefore we hypothesis 
that HA should play important roles in the differentiation of iPS-NC into iPS-PDLSC. A human NC cell
 line cultured with HA increased PDLSC-related genes, such as COL-1, FBN1, OPG, and POSTN, compared 
with cells cultured without HA. Our result suggested that HA would promote the differentiation of 
iPS-NC into iPS-PDLSC.

研究分野： 歯周組織再生医療

キーワード： 生体模倣　歯根膜幹細胞　神経堤細胞　iPS細胞　低分子量ヒアルロン酸
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在用いられている歯周組織再生療法は、タンパク製剤を用いる方法であり、組織再生に必要な３要素のうち、
シグナル因子のみを活用する方法である。申請者らが開発を目指す歯周組織再生療法は、iPS細胞由来神経堤細
胞(iPS-NC)および低分子量ヒアルロン酸(LHA)を用いて、歯周組織の発生模倣を基盤とし、歯周組織再生を実現
させようとするものである。LHAの働きにより、神経堤細胞様細胞が歯根膜幹細胞様細胞へと分化誘導されるこ
とが明らかとなった。この成果は、iPS-NCをLHAを基盤とする足場材と共に移植する方法が、新たな歯周組織再
生療法となりうる可能性を示唆しており、非常に意義の高いものである。

※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 

 
歯は歯槽骨、セメント質、歯肉および歯根膜組織 (PDL) で構成される歯周組織によって支持

されている。歯周病による歯周組織の破壊は歯の動揺や疼痛を引き起こし、重度の場合には抜歯
が選択されることから、歯周病は長きに渡り日本人の抜歯原因の一位である。したがって、歯周
病により破壊された歯周組織の再生は、残存歯数の増加による審美性および咀嚼機能の維持を
介して、歯周病患者の QOL 向上へ繋がることが予想される。組織の再生には生体の発生を模倣
する、いわゆる biomimetics が有効であるとされてるが、歯周組織の発生を模倣することで、そ
の再生を誘導するという試みは行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

 
歯周組織の発生には、神経堤細胞 (NC) が重要な役割を果たすが、組織に存在する NC の数は

極めて少なく、分取することは難しい。申請者らは、人工多能性幹細胞 (iPS) に着目し、神経堤
細胞に類似した表現型を示す神経堤細胞様細胞 (iPS-NC) を樹立した。本研究では、この iPS-NC
を応用し、歯周組織の発生過程を模倣させることで、歯周組織の再生を誘導するという新しいコ
ンセプトの歯周組織再生療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
組織の再生には、幹細胞が重要な役割を担うが、歯周組織の再生においては、歯根膜幹細胞 

(PDLSC) が重要であることが報告されている。申請者らは、iPS-NC から iPS 由来歯根膜幹細胞
様細胞 (iPS-PDLSC) を樹立する方法を確立した (Hamano et al. 2018)。そこで本研究では、iPS-
NC および iPS-PDLSC を用いて、iPS-NC が iPS-PDLSC へ分化する過程で発現上昇する遺伝子群
について検索を行い、iPS-PDLSC への分化に重要と考えられる因子について検索を行った。この
結果を基に、iPS-NC を生体へ移植する際に、生体模倣に有効と考えらえる足場材の選定を行っ
た。 
 
４．研究成果 

 
iPS-NC および iPS-PDLSC を用いたマイクロアレイ解析およびパスウェイ解析の結果から、

iPS-NC が iPS-PDLSC へと分化する際に、細胞外基質関連遺伝子群が数多く常用することが明ら
かとなった(下図)。 

その中に、ヒアルロンの受容体である CD44、およびヒアルロン酸関連遺伝子群が含まれるこ
とが明らかとなった。ヒアルロン酸には低分子量から高分子量のものまで、分子量の異なるもの
が存在する。そこで、分子量の異なるヒアルロン酸が神経堤細胞から歯根膜幹細胞の分化誘導に
及ぼす影響について検索することとした。一方で、iPS 細胞から iPS-NC への分化誘導には、時
間もコストも必要となる。そこで申請者は、新たな実験モデルを作製するため、ヒト神経堤細胞
株(SK-N-SH)に着目した。SK-N-SH は既に神経堤細胞としての表現型を持つため、神経堤細胞へ
の分化誘導を必要とせず、さらに不死化しているため、高い増殖力を示す。この細胞を iPS-NC
と同様に、歯根膜幹細胞へと分化誘導したところ、iPS-NC と同様に歯根膜幹細胞マーカーの発
現上昇を認めた(下図)。 

 



また、SK-N-SH を歯根膜幹細胞へと分化誘導した SK-PDLSCs は、誘導前の細胞と比較して、
高い間葉系細胞（骨芽細胞および脂肪細胞）への分化能を示した(下図)。 

これらの結果から、SK-N-SH を応用した歯根膜幹細胞分化誘導モデルは、iPS 細胞を用いたモ
デルと類似した実験結果が得られることが示唆された。SK-N-SH を高分子量のヒアルロン酸 
(HHA) 存在下にて、SK-PDLSCs への分化誘導を行ったところ、分化促進効果は認められなかっ
た (下図)。 

一方、LHA 存在下にて、SK-PDLSCs への分化誘導を行ったところ、非存在下と比較し、分化
が促進された (下図)。 

これらの結果から、LHA は神経堤細胞の歯根膜幹細胞分化を促進する作用を有することが明
らかとなり、LHA は iPS-NC を歯周組織欠損部位へ移植する際に、有効な足場材となる可能性が
示唆された。 
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