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研究成果の概要（和文）：ヒト iPS 細胞はヒト ES 細胞と同様の多分化能を持つことから同細胞

からの顎骨ならびに歯の誘導への利用に期待されるが、株間の差が大きいことが知られている。

そこでまず国内で使用可能なヒト ES、iPS 細胞についてその特性を遺伝子解析などを行って評

価し使用する株を選択した。分化誘導においてはまず二次元無血清培養下におけるマルチウェ

ルプレートを用いたアッセイ系を用いて内胚葉への分化と神経系への分化を検討した。さらに、

種々のインヒビターなどを用いてヒト ES/iPS 細胞から神経堤マーカーを発現する細胞集団を

得た。しかしながら、顔面領域の位置情報を示す遺伝子発現は見られず、今後、位置情報を有

する神経堤の誘導を行うための条件を開発していく必要がある。 

 
研究成果の概要（英文）：Because Human iPS (hiPS) cells have the differentiation potential 

as like human ES cells, human iPS cells may be useful tool to induce maxilla-facial bone 

and tooth. However, it is well known that there is diversity in differentiating tendency of 

iPS cells. ES/iPS cell lines were chosen as tools of this experiment based on the analysis of 

gene expression profiles. Using chemically defined serum-free monolayer culture and 

multiwell-plate, differentiation of hiPS cells into endoderm and neural crest was examined. 

Further, neural crest marker expression was determined in the cells treated with inhibitors. 

However, regional gene expression was not detected in the cells. Further investigation is 

needed to induce cranial neural crest from hiPS cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

1998 年にヒトＥＳ細胞が樹立され(参考文
献 1)、10 年以上が過ぎた。ヒト ES 細胞は、

再生医療、薬効評価、毒性評価、発生機構解
明、遺伝子変異と疾患の関連の解明などのた
めに大変有用であると考えられ、英国・米国
を中心としてさかんに研究が進められてい
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る。米・英、オーストラリア、シンガポール
などに比べて、日本においてこの分野の研究
がさかんに行われているとは言い難い。2007

年、山中らがヒト iPS 細胞の開発に成功した 

(参考文献 2) 。世界で次々と新規の方法によ
る iPS 細胞の開発が進められ(参考文献 3)、
ヒト iPS 細胞がヒト ES 細胞と同様の分化能
を有していることが報告された。ヒト iPS 細
胞はヒト ES 細胞と同様の性質を持っており、
クローン間の差も大きいが、多くのクローン
を作成できるために安定した形質を持つク
ローンを選択できる。そのようなクローンは
均一な形質を有しており、実際に培養してみ
ると大変扱いやすい。ヒト ES 細胞はその扱
いが大変難しく、細胞株によっては分化誘導
も難しい。種々のヒト iPS細胞を用いて顎骨、
歯胚の誘導が可能であれば、その研究成果の
有用性は高いと期待された。 

脊椎動物において口腔と歯は陥入によっ
て外胚葉から生じるとすると考えられてい
る。遺伝子導入アホロートルを用いた研究に
よって、実際はもっと複雑であることが示唆
された（参考文献４）。胚の細胞運命地図作
製により、歯が外胚葉と内胚葉の両方、ある
いは、外胚葉と内胚葉の混合したものから発
生することが明らかになった。この結果は歯
の形成においては上皮よりも神経堤間充織
の関与のほうが優勢であることを意味して
いる。 

これまでに申請者は、アフリカツメガエ
ル・予定外胚葉領域未分化細胞（アニマルキ
ャップ）とアクチビンを用いて、下顎、歯を
誘導することに成功した（PNAS.USA：99, 

15474-15479 (2002)）。両生類アニマルキャ
ップにおける研究成果をマウス ES 細胞に応
用するためには、マウス ES 細胞の無血清培
地を開発する必要があると考え、フィーダー
細胞を用いない無血清培地 ESF7を開発した。
同条件下においては特定の細胞外マトリッ
クスや増殖因子を用いてエピブラストを経
て、神経系細胞や上皮細胞系に 80％以上の高
率で分化誘導制御できる（In Vitro Cell Dev 

Biol Animal 41:19-28.(2005), Stem 

Cells.2007 25: 3005- 15. 2007）。さらに英
国・シェフィールド大学（P.W.Andrews 教授）
との共同研究にてヒト ES 細胞用の無血清培
地を開発した（PNAS.USA：105:13409-14 

(2008)）。さらに、マウス ES 細胞ならびにヒ
ト ES 細胞から申請者が開発した分化誘導用
無血清培地 hESF-differ7 を用いて内胚葉系
細胞を誘導することに成功した (FSEB 

23:114-22. (2009))。以上のことから、ヒト iPS

細胞から神経堤を誘導し、さらに分化を進め
ることにより顎骨の誘導を行い、内胚葉と接
触させることにより歯胚を誘導できるので

はないかという着想に至った。 
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２．研究の目的 

ヒト iPS細胞から神経を経て神経堤への分
化誘導を行うとともに内胚葉へも分化誘導
させこれらの細胞を組み合わせることによ
り顎顔面領域の位置情報を誘導できると予
測した。これによりヒト iPS 細胞から顎骨・
歯の誘導を行い、顎・歯の発生メカニズムを
解明することを目的とした。                                                                                                                   

 

３．研究の方法 

（１）iPS 細胞の機能評価 
ヒト ES 細胞や iPS 細胞はクローンにより

分化能が異なることが多いため、まずは標準
化が必要である。そこで国際標準化イニシャ
ティブプロジェクトで行っている方法を用
いて解析を行い、標準データを作成した。 
（２）内胚葉系細胞への分化誘導プロトコー
ルの開発 
未分化なヒト ES/iPS 細胞は中内胚葉を経

て、内胚葉へと分化する。その分化誘導条件
を検討した。そのために内胚葉マーカーとし
て利用できるマーカーを検討した。また、高
効率に内胚葉へ誘導するために遺伝子導入
を用いた内胚葉誘導プロトコールを検討し
た。未分化なヒト ES/iPS 細胞には遺伝子導
入は難しいため、内胚葉系に分化誘導を促し
た細胞に最適化されたベクターを用いて
Sox17 や Foxa2 などを導入し、高効率に内胚
葉細胞分化できる系を検討した。 
（３）ヒト iPS 細胞から神経堤細胞へ分化誘
導プロトコールの設定 
マルチウェルプレートを用いて未分化な

ヒト ES/iPS 細胞から神経上皮へ分化誘導条
件を検討した。さらに神経堤への分化誘導す
るためのプロトコールを検討した。 



 

 

４．研究成果 
(1) iPS 細胞の機能評価 

山中研樹立ヒト iPS 細胞 201B7、201B2、京
都大学樹立ヒト ES 細胞 khES-1、khES-3、ウ
ィスコンシン大学樹立ヒト ES 細胞 H9、成育
医療センター樹立ヒト iPS 細胞 5株について、
国際ヒト ES 細胞イニシャティブプロジェク
トによる標準化プロトコールに従って、細胞
表面抗原解析、遺伝子発現解析、核型解析、
胚様体を作成後の PCR array による遺伝子発
現解析などを行った。その解析結果とヒト ES
細胞を使用してきた経験を含めて総合的に
判断し、ヒト ES 細胞 H9、ヒト iPS 細胞 Tic
を、神経堤誘導研究に用いることに決定した。
また、近年、ヒト ES・iPS 細胞と並び再生医
療のソースとして注目されている間葉系幹
細胞（MSC）についても神経堤誘導研究に用
いる細胞株として検討した。遺伝子導入によ
り不死化されたヒト間葉系幹細胞 UE7T-13細
胞を用いて無血清培地の開発を行った。これ
までに独自開発したヒト ES 細胞培養用無血
清培地 hESF9 を用い、間葉系幹細胞の増殖に
必要な因子を同定したところ、TGF-β1 を
FGF-2 やヘパリンと共に添加すると UE7T-13
細胞の増殖が促進されることを明らかにし
た。決定した培養条件で培養した UE7T-13 細
胞は、従来の血清添加培地で培養した細胞と
同等の増殖能を有し、骨分化能や脂肪分化能
を維持していることを確認した。 
（２）内胚葉系細胞への分化誘導プロトコー
ルの開発 

多数の報告において、ヒト iPS 細胞から内
胚葉細胞を誘導する培養条件に、100ng/ml と
いう高濃度の ActivinA を使用している。我々
が開発したｈESF9 培地においては、添加因子
への感受性が従来培地に比べて高くなるこ
とから、内胚葉細胞への分化誘導に適性な濃
度決定をするために、マルチウェルプレート
を用いて解析を行った。その結果、アクチビ
ン濃度依存的に FoxA2 陽性細胞が増加するも
のの、50ng/ml の濃度において Foxa2 陽性率
は飽和し、100ng/ml の濃度と同等の Foxa2(内
胚葉マーカー)の発現陽性率を誘導できるこ
とが明らかとなった。また、株間の誘導効率
の差も検出できた。さらに、従来の方法では、
内胚葉細胞を誘導するまで 5日間毎日の培地
交換を行い、多量の ActivinA を要していた。
しかしながら、今回の検討では、細胞播種時
に 50ng/ml ActivinA を添加するのみで、培
養期間 4 日間培地交換をしない条件でも、優
位に内胚葉細胞誘導ができることが明らか
となった。また、内胚葉系細胞にやや分化し
た細胞に遺伝子導入により高効率かつ安定
に内胚葉に分化誘導できることが確認され
た。 
（３）ヒト iPS 細胞から神経堤細胞へ分化誘
導プロトコールの設定 

 マルチウェルプレートにマウスラミニン
111、ヒトラミニン 511、ウシファイブロネク
チン、I型コラーゲン、IV 型コラーゲンを播
種し、ｈESF9 培地で播種し 2日間培養後、分
化誘導培地に変えてさらに 2日間培養後に神
経マーカーの発現を検討した。その結果 IV 
型コラーゲンにより神経系の分化が促進さ
れていることが明らかとなった（図上段）。
また、アクチビン、TGF-beta、Wnt、BMP4 を
添加したところ、BNP4 により神経への分化は
抑制されることが示された（図中段）。さら
に、Noggin と SMAD のインヒビターである
SB431542 を使用して神経への分化を抑制し
たところ、P0 や HNK1 陽性の細胞が出現し、
神経堤への分化誘導が示された（図下段）。
しかしながら、位置情報を示す遺伝子の発現
は認められず、今後、前後軸を誘導する分化
系を開発する必要が示された。 
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