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研究成果の概要：歯ならびに顎骨の再生は、再生医学研究の分野において２１世紀の課題の１

つである。その再生のソースには胚性未分化（ＥＳ）細胞があげられる。ES 細胞はその多能

性と自己複製能を兼ね備えた万能細胞として注目されているが、その分化をコントロールする

ことはとても難しい。本研究では、歯ならびに顎骨の由来組織である神経堤細胞の発生に関与

する因子を明確にし、マウス ES 細胞からの効率的な神経堤細胞の分化誘導法を確立した。 
 
交付額 
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 直接経費 間接経費 合 計 
18 年度 1,700,000 0 1,700,000 

19 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

20 年度 700,000 210,000 910,000 

総 計 3,500,000 540,000 4,040,000 
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科研費の分科・細目：歯学 形態系基礎歯科学 
キーワード：ES 細胞、再生、発生、神経堤、LIF、FGF、無血清培養、分化 
 
１． 研究開始当初の背景 
 

歯ならびに顎骨の再生は、口腔領域のみな
らず再生医学研究の分野において２１世紀
の課題の１つである。その再生のソースには、
胚性未分化（ＥＳ）細胞や組織幹細胞があげ
られる。特に、ES 細胞は、その多能性と自己
複製能を兼ね備えた万能細胞として注目さ
れ、様々な組織への分化制御の研究が進めら
れている。ＥＳ細胞は万能ゆえに、自発的に
様々な細胞に分化し、現段階ではその分化を
コントロールすることはとても難しい。従っ
て、これまで発生学の分野で積み重ねられた
基礎研究をさらに発展させ、未分化細胞から
の歯胚形成や顎骨誘導における分子的メカ
ニズムを詳細に解明し、in vitro及び in vivo

での誘導法を確立する必要がある。 
 1989年に浅島らによりアクチビン Aの中胚
葉誘導活性が明らかにされてから、分化誘導
因子として認識されている。アクチビン Aは
その濃度によりアフリカツメガエル胚・予定
外胚葉領域未分化細胞から筋肉、神経、眼、
腎臓、膵臓、腸など、中胚葉組織だけでなく
内胚葉器官も誘導することができる(Furue, 
M., and Asashima, M. Handbook of stem 
cells: Lanza, R., Ed. Vol.1 Embryonic Stem 
Cells. 46. P.483-492. Academic Press, San 
Diego 2004) 。このような器官形成や再生に
おけるプログラムは、脊椎動物の発生過程に
おいて、種を越えて保存されていることが明
らかにされつつある。そこで、脊椎動物にお
ける口腔諸器官の発生のプログラムを明ら
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かにするために、アフリカツメガエルを実験
モデルとして、平成 13～14 年度に研究をお
こなった結果、アフリカツメガエル胚・予定
外胚葉領域未分化細胞からアクチビン Aによ
り試験管内で下顎の誘導に成功した(Furue, 
M., et al. PNAS. USA, 99, 15474-15479, 
2002) 。この成果を発展させ、平成１５年～
１６年度に研究を行った結果、解離させたア
フリカツメガエル胚・予定外胚葉領域未分化
細胞からアクチビン Aと再集合培養法を用い
ることにより、試験管内において神経堤を誘
導し、それを幼生腹部に移植し、歯を誘導す
ることに成功した (Myoishi, Y. et al. Int 
J Dev Biol 48: 1105-1112, 2004)。さらに、
その成果を哺乳類に発展させるために、マウ
ス ES 細胞のフィーダー細胞を用いず長期間
未分化性を高率に維持できる無血清培養法
を開発した(Furue M, et al. In Vitro Cell 
& Dev Biol Animal. 41:19-28,2005)。以上
の結果から、マウス ES 細胞を用いて、顎骨
ならびに歯が誘導できるのではないかと考
えた。 
 
２．研究の目的 
 
１）アフリカツメガエルにおいて明らかにさ
れているような初期発生におけるアクチビ
ン Aによる組織分化誘導ならびに体軸形成プ
ログラムを、マウスＥＳ細胞培養系で再現で
きる条件を開発する。 
２）マウス ES 細胞から試験管内において、
神経堤の位置情報をもつ細胞を誘導する条
件を開発する。 
3）神経堤から顎骨ならびに歯胚を誘導する
方法を検討し、マウス ES 細胞からの顎骨な
らびに歯の発生プログラムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
両生類で明らかにされているような初期

発生における組織分化誘導プログラムを、マ
ウスＥＳ細胞培養系で再現できる基礎条件
を検討した。 

 
(1) 接着因子による分化誘導  

これまでの申請者らの研究ならびに準備
で、２次元培養系において分化を誘導するた
めには、適正な接着因子が必要であることを
示唆する結果を得た。そこで、二次元培養系
における接着因子による未分化マーカーな
らびび初期分化誘導遺伝子の変動を real 
time RT-PCR により測定した。 
[方法] 
Ⅰ型ならびにⅣ型コラーゲン、ゼラチン、ラ
ミニン、ファイブロネクチン、ビトロネクチ
ン、ポリＤリシンをコートしたディッシュに、
ＥＳ細胞を播種し、培養を４日間行った。 

① 未分化マーカーであるアルカリフォス
ファターゼ活性を測定した。  
② 未分化マーカーOct3/4, nanog, Sox2, 原
始外胚葉マーカー・FGF-5、内胚葉分化マー
カーGATA4､6 の遺伝子発現量を測定した。 
  
(2) ES細胞における各種増殖因子による遺伝
子発現量変動の測定した。 
アフリカツメガエルアニマルキャップに

おいては、アクチビン A による濃度依存的な
中胚葉やオーガナイザー遺伝子発現が起こ
る。そこでマウスＥＳ細胞２次元培養系にお
ける各種増殖因子よるア初期分化マーカー
遺伝子の発現を real time RT-PCR により測
定した。 
（1）の結果で、FGF-5 をもっとも高く発現
する接着因子をコートしたディッシュに ES
細胞を播種し、各種増殖因子を添加して培養
を行って、遺伝子発現のリアルタイム PCR
を用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
神経堤細胞は、脊椎動物の胚で表皮外胚葉

と神経外胚葉の境界部に形成され、顎骨、歯、
末梢神経、筋肉など種々の細胞へ分化する。
その分化多様性から再生医療用の細胞供給
源として期待されているが、生体から採取で
きる細胞は少量で、分化メカニズムは十分に
解明されていない。これまでの研究により、
アフリカツメガエルのアニマルキャップと
アクチビンを用いて、顎骨や歯胚の誘導に成
功した。マウス胚性幹(ES)細胞は、その多能
性と自己複製能から再生医療や分化の研究
に用いられており、ES 細胞から神経堤細胞
の分化誘導法の開発は多量の神経堤細胞の
供給を可能にすると期待される。アフリカツ

メガエルにお
ける成果をも
とに、マウス
ES 細胞から
の歯胚や顎骨
の誘導を目的
として、本研
究を行った。 

マウス ES
細胞のフィー
ダー細胞を用
いない無血清
培地を用いて、
未分化性を維
持する条件を
確立した。そ
の際に、マウ
スＥＳ-D3 細
胞の未分化性
維持に、細胞

図１．論文④の Figure６より 



 

 

外マトリックス（ＥＣＭ）が関与しているこ
とが明らかとなった（図１）。すなわち、我々
が確立したフィーダー細胞を用いない無血
清培養条件 ESF7を用いた実験系においては、
コラーゲンは、ＥＳ細胞の未分化性を維持す
るために、ＬＩＦのシグナルを伝達する。一
方、ラミニンやファイブロネクチンは、ＬＩ
Ｆのシグナルと、分化誘導の方向へと、伝達
する（図２）。 

これらの結果から、分化誘導のためには、
ラミニンやファイブロネクチンが有用であ

ることが明らかとなり、その成果を論文発表
し た (Hayashi,Y., et al. Stem Cells. 
25:3005-15. 2007)。 

そこで、ラミニンならびにファイブロネク
チンを用いて、分化誘導を試みた。無血清培
養条件下に BMP4 を添加すると、原始外胚葉
には分化しない。一方、ＦＧＦ-２を添加して、
培養を行うことにより、原始外胚葉を経て、
神経上皮細胞に分化誘導されることがわか
った。さらに、FGF-2 と種々の増殖因子を併
用して添加することにより、神経堤幹細胞に
誘導できることがわかった。誘導された細胞
は P0, P75, Twist 等多くの神経堤細胞マー
カーの発現量が増加した（図３）。 

以上のように、無血清二次元培養下に、マ
ウス ES 細胞から神経堤細胞への分化誘導条
件を確立した。 
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図３．マウス ES 細胞から誘導した細胞
における AP-2,P0,P75 の発現 
 

図２、論文⑥の Figure3 より抜粋 
マウス ES 細胞における LIF の未分化維
持シグナルに与える影響 
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