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研究成果の概要（和文）：LEF-1は、胚性幹細胞の分化増殖に関係するWnt/β カテニンシグナル伝達で重要な役
割を担っている。我々は、LEF-1が乳歯歯髄細胞由来iPS細胞において分化増殖に関与していると考えた。本研究
では、ヒトLEF-1プロモーターを用い、遺伝子工学的手法を利用することでLEF-1陽性乳歯歯髄細胞由来iPS細胞
の単離を行うことを目的とした。

研究成果の概要（英文）：LEF-1 is an important member of the Wnt/β-catenin signaling pathway that 
plays important roles in the self-renewal and differentiation of embryonic stem cells. We speculated
 that LEF-1 might function in the human deciduous dental pulp cells derived iPS cells.  In this 
study, we attempted to isolate such  LEF-1 positive stem cells from primary dental pulp cell-derived
 iPS cells by genetic engineering technology, using the human LEF-1 promoter.

研究分野： 小児歯科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
最近の研究では、iPS細胞樹立の過程や幹細胞の増殖、分化制御に関わるとの報告が散見され、LEF-1陽性幹細胞
樹立に関する研究は、妥当な方向に向いていると思われる。本研究で得られる「iPS細胞由来LEF-1陽性幹細胞」
は、iPS細胞経由故、細胞数はほぼ無限に得ることができる。更に、組織幹細胞まで分化誘導出来るので、癌化
のリスクを低減出来る。転写因子を標的とした今回の遺伝子工学的単離方法は、他の組織幹細胞単離にも応用可
能であり、今後、このような試みを用いた研究は盛んになると予想される。その意味でも、歯系細胞由来の組織
幹細胞研究のみならず、全身に存在する組織幹細胞研究への波及効果は大と考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

小児において交換期を迎えた乳歯は破棄されるのが一般的であった。近年、「HDDPCs には多分

化能を有した歯髄幹細胞（DPSc）が含まれる」との報告があり、HDDPCs は再生医療分野に貢献

できる有望な細胞リソースと期待される。DPSc を単離するには、骨髄幹細胞特異的な細胞表面

抗原である CD44, STRO-1 などのマーカーを用いた fluorescence activated cell sorting 

(FACS)などによる単離方法が多く報告されているが、HDDPCs 特異的な遺伝子マーカーについて

は未だ定まっていないのが現状である。一方、mRNA の転写（DNA からの mRNA 合成）を促す DNA

制御領域プロモーター（多くは組織特異性を示す）の下流に蛍光遺伝子を連結させ、この構築

体の遺伝子導入による組織幹細胞の同定（これを「遺伝子工学的手法」と呼ぶ）についての報

告も最近散見されるようになってきた。このような組織特異的プロモーターを用いれば、いか

なる種類の組織幹細胞の単離・濃縮も原則可能と言える。  

 申請者は、幹細胞の増殖や未分化の維持に関与するとされる Wnt シグナルの転写因子の１つ

LEF-1 に着目し、このプロモーターに蛍光遺伝子を連結させたプラスミド（pTA-LEN）を用いて

HDDPCs に含まれる「LEF-1 陽性細胞」の単離・濃縮に成功した。この「LEF-1 陽性細胞」は、

分化誘導を促すと、骨系細胞、神経系細胞へと細胞分化し得ることが確認された。即ち、当該

細胞は多分化能性を有し、組織幹細胞の性質を持つことが判明した。 

 

２．研究の目的 

近年、乳歯を用いた再生医療が着目されている。申請者はこれまでの研究より、幹細胞の増殖

や未分化の維持に関与する Wnt シグナルの転写因子の１つである lymphoid enhancer-binding 

factor-1(LEF-1)に着目し、乳歯歯髄細胞（HDDPCs）より転写因子を標的として LEF-1 陽性幹細

胞を単離し、その多分化能性を明らかにした。本研究では、HDDPCs 由来 iPS 細胞から遺伝子工

学的手法を用いて「LEF-1 陽性幹細胞」を単離・濃縮し、その性状を解析することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

本研究では、HDDPCs 由来 iPS 細胞へ LEF-1 プロモーター + 蛍光遺伝子（EGFP cDNA）を

内蔵するプラスミド（pTA-LEN）を遺伝子導入し、LEF-1 陽性幹細胞を遺伝子工学的に単離・

濃縮する。さらに、単離した LEF-1 陽性幹細胞が多分化能性を有しているかを明らかにす

る。２年間の研究の中で、１) pTA-LEN を HDDPCs 由来 iPS 細胞へ電気穿孔法により遺伝子

導入させ、pTA-LEN 導入 iPS 細胞株を作製する、２）pTA-LEN 導入 iPS 細胞からの胚様体を

in vitro で形成させる、３) 胚様体から EGFP、LEF-1 陽性幹細胞を単離・濃縮する、４) こ

の EGFP、LEF-1 陽性幹細胞における幹細胞マーカー発現、多分化能性、造腫瘍抵抗性（癌

化のリスクがないこと）などを確認する。 

 

４．研究成果 

（１）脱落乳歯へ初期化４因子を遺伝子導

入することで、HDDPCs 由来 iPS 細胞を作製

した。得られた iPS 細胞は、多分化能を有

することを免疫組織学的方法にて確認し

た。 

（２）HDDPCs 由来 iPS 細胞へ LEF-1 プロモ

図１：プラスミドベクターの構造 



ーター（図１）を配し、その下流に EGFP cDNA を組み込んだプラスミド（pTA-LEN）を遺伝子導

入し、pTA-LEN 導入 iPS 細胞の作製実験を行った。 

本研究では、哺乳類細胞への遺伝子導入の効率が非常に高いとされる piggyBac 遺伝子導入系

を用いる。図１に掲げるように、トランスポゾンベクターpTA-LEN には、pTrans ベクターから

発現される piggyBac transposase が結合する acceptor 部分(PB)、その内側にウニ

arylsulfatase(Ars)由来のインスレーター（遺伝子導入部位での染色体から受ける gene 

silencing を抑えるための構造体）、更にその内側に各遺伝子発現ユニットが搭載されている 

。pT-tdTomato は piggyBac 系トランスポゾンで、赤蛍光を発し、遺伝子導入効率の判定、細胞

のマーキングに用いた。 

（３）HDDPCs 由来 iPS 細胞へ電気的穿孔法を用いて pTA-LEN、pTrans、pT-tdTomato の 3 つの

プラスミドを同時に遺伝子導入行った。遺伝子導入後、pT-tdTomato の赤蛍光を確認すること

はできた。しかし、EGFP の緑蛍光は確認することがでなかった。また、薬剤選択を行うと薬剤

耐性のフィーダー細胞が剥がれてしまい、多くの iPS 細胞が死滅してしまった。 

 本研究で使用するHDDPSCs由来iPS細胞を抗LEF-1抗体にて免疫組織学的に評価したところ、

陰性であり、LEF-1 は iPS 細胞よりもやや分化が進んだレベルで発現すると考えられる。 

（４）フィーダーフリーでの iPS 細胞培養に切り替え再実験を行ったが、pTA-LEN 導入 iPS 細

胞を単離することはできなかった。今後、iPS 細胞への効率的な遺伝子導入技術が開発される

ことで、pTA-LEN 遺伝子導入 iPS 細胞の単離も可能となるものと考えられる。 
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