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研究成果の概要（和文）：臨床応用に問題のないiPS細胞由来歯性上皮細胞の分化誘導は未だ確立されていな
い。そこで本研究では、iPS細胞由来歯性上皮細胞の分化誘導の一助とするために、歯の発生過程における新規
メカニズムの解析を行った。その結果、Hif2αが歯胚上皮の増殖および分化に関与していること、Ten-m/Odz3が
間葉系幹細胞の遊走、増殖を促進していることが明らかとなった。さらには、iPS細胞由来角化細胞の樹立に成
功した。以上により、HifおよびTen-m/Odz3が歯胚発生過程における生物学的メカニズムに関与することが示唆
され、iPS細胞由来歯性上皮細胞の分化誘導を進めていくのに必要不可欠な成果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Induction of differentiation of iPS cell-derived dental epithelial cells, 
which has no problem in clinical application, has not yet been established. Therefore, in this 
study, we analyzed the novel mechanism of tooth development in order to help the differentiation 
induction of iPS cell-derived dental epithelial cells. As a result, it was revealed that Hif2α is 
involved in proliferation and differentiation of tooth germ epithelium, and that Ten-m / Odz3 
promoted migration and proliferation of mesenchymal stem cells. Furthermore, we succeeded in 
establishing keratinocytes derived from iPS cells. These results suggest that Hif and Ten-m / Odz3 
are involved in the biological mechanism of tooth germ development, and obtain essential results for
 promoting differentiation induction of iPS cell-derived dental epithelial cells.

研究分野：医歯薬学

キーワード： Hif　iPS　歯性上皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、歯の再生医療実現に向けて、良質で安全なiPS細胞由来歯性細胞を分化誘導するための技術開発を行っ
てきており、iPS細胞から歯性間葉細胞さらには象牙芽細胞を誘導する方法を世界で初めて確立した。しかしな
がら、癌化や他種細胞の混入など臨床応用に問題のないiPS細胞由来歯性上皮細胞の分化誘導は未だ確立されて
いない。そこで、本研究において、歯の発生過程における新規メカニズムの解析を行い、iPS細胞由来歯性上皮
細胞の分化誘導へ応用することにより、歯の再生の実用化に向けた基盤技術の開発が著しく発展し、将来の人類
の健康増進に寄与する点で大きな意義を持ち、本研究が与える科学的インパクトは非常に大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯科領域において、種々の疾病により失われた歯、歯周組織、および顎骨の再生医療実現に向
けた研究が活発に進められている。再生医療を実現するためには、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。近年、山中らが樹立したiPS細胞は、歯の再生医療実現に向け
た細胞シーズとして期待されている。 
歯の発生は、歯性上皮および間葉細胞の相互作用により生じる。そのため、再生歯の発生を実
現するには、まず、iPS 細胞由来歯性上皮および間葉細胞の誘導方法を確立しなければならない。
我々のグループでは、iPS 細胞から歯性間葉細胞への分化誘導方法の確立に取り組んできた。ま
ず、マウス iPS 細胞から歯性間葉細胞の由来となる神経堤様細胞を誘導した後、Pax9 および BMP4
を遺伝子導入した結果、歯性間葉細胞と象牙芽細胞のマーカー発現が亢進した（Seki et al., 
Stem Cells Transl, 2015）。これは、遺伝子導入により iPS 細胞から歯性間葉細胞さらには象牙
芽細胞を誘導する方法を確立した世界で初めての報告である。一方、歯性上皮細胞の分化誘導に
ついては、Arakaki らが、歯性上皮細胞株をフィーダー細胞として用い、マウス iPS 細胞と共培
養することにより、ameloblastin、enamelin などの歯性上皮細胞マーカーを発現する細胞が誘
導されることを報告した（J Bio Chem, 2012）。しかし、臨床応用を考えた場合、この方法には、
他種細胞の混入、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
れているため、新しい誘導方法を確立する必要がある。 
Hypoxia-inducible factor 1α（Hif1α）は、低酸素ストレスに対する細胞の適応応答で中心
的な役割を果たす低酸素誘導性転写因子である。これまでに、Hif1αは、神経細胞、ヘルパーT
細胞および軟骨細胞への分化制御や細胞の遊走に関与していることが報告されている。しかし、
歯胚発生過程において Hif1αが果たす役割は全く不明である。歯の発生過程において、エナメ
ル質形成が開始する時期までは歯性上皮組織に血管が存在しないことから、歯性上皮組織は低
酸素であると考えられる。 
このことから我々は、Hif1α が、歯の発生過程における歯性上皮組織に発現していると仮説
を立てた。そこで、胎生 13.5 日齢マウス下顎臼歯歯胚における Hif1αの発現を免疫組織化学染
色により解析した結果、歯性上皮組織に Hif1αの発現が認められた。この結果は、Hif1αが歯
性上皮組織に発現し、歯の発生において重要な役割を担っていることを示唆する。幹細胞分化へ
の Hif1αの作用として、ES 細胞から心筋細胞（Kudova et al., PLoS One, 2016）、歯由来幹細
胞からセメント芽細胞（Choi et al., Tissue Eng Part A, 2013）の分化を促進することが報
告された。そこで、我々は、従来、歯性上皮細胞分化に関与することが知られている Pitx2 や
Epiprofin などの転写因子に加えて、Hif1α を iPS 細胞由来歯性上皮細胞への分化制御に応用
することを着想した。 
さらに、歯胚発生初期では歯の予定領域の上皮組織が肥厚して、間葉組織に向かって陥入を起
こし、周囲の間葉組織が凝集する。この上皮組織からのシグナルによって間葉組織が凝集するメ
カニズムには不明な点が多いため、このメカニズムに関わる因子に着目して解析を行うことに
より、歯の再生に寄与することが考えられる。 
 以上により、我々は、歯の発生過程の歯性上皮細胞分化における Hif1αの機能的役割の解明
および歯性間葉細胞凝集メカニズムの解明を行うこととした。これにより得られた知見に基づ
いて、iPS 細胞由来角化細胞に Hif1α を含めた歯の発生に必要な因子を遺伝子導入することに
より、iPS 細胞由来歯性上皮細胞を分化誘導する計画を着想した。最終的には、樹立した iPS 細
胞由来歯性上皮細胞と天然歯胚由来間葉組織を 3 次元的に再構築し、人工歯胚の作製が可能で
あるか解析する。 
 
２．研究の目的 
近年、歯の再生医療実現に向けて、細胞シーズ確保の観点から、良質で安全な iPS 細胞由来歯
性上皮細胞を分化誘導するための技術開発が活発に行われている。しかし、癌化や他種細胞の混
入など臨床応用に問題のない iPS 細胞由来歯性上皮細胞の分化誘導は未だ確立されていない。
本研究では、これらの問題点を改善するために iPS 細胞から歯性上皮細胞への新規分化誘導方法
の開発を行う。胎生マウス歯胚上皮組織に Hif1α が発現することを確認したため、本研究計画
として、まず、歯の発生過程における Hif1αの発現と機能の解析を行う。さらに、歯胚発生初
期にみられる、上皮組織からのシグナルによって間葉組織が凝集するメカニズムの解明を行う。
最終的に、Hif1αを含めた歯の発生に必要な因子を iPS 細胞に遺伝子導入することにより歯性上
皮細胞を分化誘導する。 
 
３．研究の方法 
（１）Hif 解析の方法 
① 歯胚の摘出および器官培養 
 野生型マウス胎仔から胎生 14.5 日齢の下顎臼歯歯胚を摘出し、器官培養（Ikeda et al, PNAS, 
2009）を行った。Hif の機能阻害のために、Hif2αの阻害剤である 20 μM TC-S 7009 (TC-S)を
I 型コラーゲンゲルと培地へ添加した。 
② 器官培養歯胚の計測方法 
器官培養 7 日目の歯胚の位相差顕微鏡像を撮影し、それらの長径および幅径の計測を行った。 
③ 歯性上皮細胞株の培養 



歯性上皮細胞株を播種し、10％ FBS、100 units/ml penicillin および 100 μg/ml 
streptomycinを含む DMEM/F12を用いて 37 C̊で培養した。低酸素下での培養は、Hypoxia Chamber
を用いて 1％ O2下で行われた。Hif の機能阻害のために、20 μM TC-S を培地へ添加した。 
④ Bromodeoxyuridine (BrdU)アッセイ 
 BrdU In-Situ Detection Kit を用いて、製品プロトコールに従い BrdU アッセイを行った。 
⑤ 免疫染色 
 Hypoxyprobe-1 Kit を用いて、製品のプロトコールに従い、組織の低酸素を検出した。
pimonidazole を妊娠 13.5, 14.5, 16.5 および 18.5 日野生型マウスの腹腔内に注射し、30 分後
に胎児頭部を採取した。4％ PFA で固定し、脱水した後パラフィン包埋し、組織切片を作製した。
脱パラフィンした組織切片を 3％過酸化水素により室温で 5分間処理し、PBS で洗浄後、0.01 M
クエン酸溶液に浸し電子レンジで加熱したのち、室温に 20 分間静置した。10％ donkey serum
含有 PBS を用いて室温で１時間ブロッキングした後、PBS で希釈した rabbit 抗 pimonidazole 抗
体を 4 C̊で一晩反応させた。Hif1αおよび Hif2αの検出のために、脱パラフィンした組織切片
を 10％ donkey serum 含有 PBS によりブロッキング後、rabbit 抗 Hif1α抗体および rabbit 抗
Hif2α 抗体を、4 C̊ で一晩反応させた。歯性上皮細胞株におけるアメロブラスチン検出のため
に、歯性上皮細胞株を 20 μg/ml フィブロネクチンおよび 100 μg/ml IV 型コラーゲンでコー
ティングしたガラスボトムディッシュへ播種し、10％ FBS を含む DMEM/F12 を用いて培養した。
培養 6日目に 4％ PFA を用いて室温で 15分間固定後、0.1％ Triton-X100 含有 PBS を用いて室
温で 15分間処理を行った。3％ BSA 含有 PBS を用いて室温で 1時間ブロッキングした後、rabbit 
抗 mouse ameloblastin 抗体を 4 C̊ で一晩反応させた。パラフィン組織切片は、donkey anti-
rabbit IgG Alexa 568、歯性上皮細胞株は donkey anti-rabbit IgG Alexa 488 を室温で 1時間
反応させた。核の標識には 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)を用いた。サンプルは、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて撮影し、蛍光の定量解析は ImageJ ソフトウェアを用いた。 
⑥ 細胞増殖の解析 
 12-well plate に歯性上皮細胞株を播種し、培養 3日目に、細胞を 0.25％trypsin-EDTA にて
回収し、Countess Automated Cell Counter を用いて細胞数を計測した。96-well plate に歯性
上皮細胞株を播種し、Cell Counting Kit-8 (CCK-8)を用いて、製品のプロトコールに従い解析
を行った。450 nm 吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。 
（２）歯性間葉細胞凝集メカニズムの解析方法 
① マウス胚性腫瘍由来細胞株（ATDC5）の培養 
マウスの軟骨細胞様細胞株である ATDC5 を、12-well plate に播種し DMEM/F12、5% fetal 
Bovine Serum、100 units/ml penicillin、100μg/ml streptomycin、10 μg/ml human transferin、
および 30 nM sodium selenite を含む増殖培地を用いて 37℃で培養した。 
② 細胞遊走能の解析 
細胞遊走能を in vitro scratch assay にて評価した。12-well plate に ATDC5 を播種し、
siRNA の遺伝子導入を行った。細胞播種 2日後にコンフルエントに達した時点で、12 μg/ml マ
イトマイシン Cを培地に添加し、2時間作用させた。その後 200 μl ピペットチップで直線的
に細胞を除去し、培地で 1回洗浄した後、Lipofectamine RNAiMAX と siRNA の複合体を含む増殖
培地を加えた。0，3，6および 9時間後に位相差顕微鏡像を撮影した。各時間において細胞が除
去された部分の幅を画像解析ソフト Cell Sense Standard を用いて計測し、細胞が除去された
幅に対する細胞の遊走距離の割合を算出した。 
③ 細胞増殖の解析 
12-well plate に ATDC5 を播種し、siRNA の遺伝子導入を行った。遺伝子導入後 1, 2 および
3日目に、細胞を 0.05 % trypsin / 0.53 mM EDTA にて回収し、Countess Automated Cell Counter
用いて細胞数を計測した。 
（３）iPS 細胞由来角化細胞への分化誘導方法 
 0.1％ゼラチンを用いて、60 mm ディッシュを 37℃で 30 分間コーティングした。そのディッ
シュ上に、マイトマイシン C処理された SNL feeder 細胞を播種し、10% fetal bovine serum 
(FBS)、50 U/ml penicillin, 50 mg/ml streptomycin を含む DMEM を用いて、2日間培養した。
理研細胞バンクより購入したヒト iPS 細胞を SNL feeder 細胞上に播種し、15％ FBS、0.1 mM 
nonessential amino acids、0.1 mM 2-mercaptoethanol、 および 50 U/ml penicillin, 50 mg/ml 
streptomycin を含む DMEM を用いて培養した。コロニーを形成し、サブコンフルエントに達した
iPS 細胞を 0.25% trypsin/0.53 mM EDTA を用いて回収し、マトリゲルを用いてコーティングし
た 60 mm ディッシュ上に播種した。翌日から角化細胞分化誘導のために、1 μM all-trans RA
と 10 ng/mL BMP4 を含んだ角化細胞無血清培地（DKSFM）に交換し、5日間培養した。5日後、
DKSFM のみの培地に交換し、30日間培養した。35日後、0.01 mg/mL fibronectin と 0.03 mg/mL 
collagen mixture を用いてコーティングしたディッシュ上に継代し、DKSFM 培地で 4 日間培養
した。分化誘導 39日目の RNA を回収し、上皮細胞の発現マーカーである p63 と Krt14 の発現を
リアルタイム PCR にて調べた。 
 
４．研究成果 
（１）Hif が歯の発生に及ぼす影響について 
 歯胚発生過程における Hif の発現パターンを解析した結果、蕾状期から鐘状期をとおして歯



胚は低酸素環境にあり、Hif1αと Hif2αの発現が明らかとなった。また、歯胚器官培養で Hif2α
阻害剤を作用させると、エナメル芽細胞の分化亢進および増殖の低下、歯胚サイズの減少が示さ
れた。歯性上皮細胞株で Hif2α阻害剤を作用させると、エナメル芽細胞の分化亢進と増殖の低
下が示された。以上により、Hif2α が歯胚上皮の増殖および分化に関与していることが明らか
となった。 
 
（２）Ten-m/Odz3 が歯胚発生過程における間葉細胞の凝集に及ぼす影響について 
 歯胚発生初期にみられる間葉細胞の凝集は、内軟骨性骨化の初期にみられる間葉細胞の凝集
に類似していると考え、本実験では、マウス胚性腫瘍由来細胞株（ATDC5）を用いて間葉細胞の
凝集メカニズムの解析を行った。細胞遊走は、軟骨発生において間葉系幹細胞の凝集を促す重要
な細胞プロセスである。細胞遊走に加えて、細胞増殖も間葉系幹細胞の凝集に関わる細胞プロセ
スである(2006 J Cell Biochem. Goldring)。本研究において、Ten-m/Odz3 のノックダウンによ
り、non-differentiated ATDC5 の遊走が有意に減少し、増殖が抑制されることが明らかとなっ
た。以上により、Ten-m/Odz3 は間葉系幹細胞の遊走、増殖を促進し、初期の軟骨細胞分化を調
整することが、初めて示唆された。したがって、歯性間葉細胞の凝集に Ten-m/Odz3 が関与する
ことが推測される。 
 
（３）iPS 細胞由来角化細胞の樹立 
ヒト iPS 細胞から角化細胞への分化誘導を行った結果、上皮
細胞マーカーである P63 およびサイトケラチン 14 の発現が有
意に増加し、未分化マーカーである NANOG および OCT4 の発現
が有意に減少した。したがって、iPS 細胞由来角化細胞を分化
誘導することができ（図 1）、iPS 細胞由来歯性上皮細胞を分化
誘導するために必要不可欠な結果がえられた。 
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