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研究成果の概要（和文）：我々は iPS 細胞を用いた人工歯胚の作製を着想し、実現に向けた基盤

的研究を行ってきた。まずヒトの歯髄細胞由来のエピソーマル iPS 細胞を樹立した。RT-PCR

と免疫染色による幹細胞マーカーの発現解析と、アルカリフォスファターゼ活性の解析の

結果、得られた細胞は幹細胞の形質を有することが示唆された。さらに核型解析を行った

結果、染色体異常が認められないことを確認した。今後、樹立した iPS 細胞から分化した

間葉細胞と上皮細胞を３次元的に再構築し、人工歯胚の作製を目指す。 

 
研究成果の概要（英文）：We planed to generate bioengineered tooth using iPS cells, and have 

performed fundamental research for it. We established iPS cells derived from human 

dental pulp cells and, analyzed stem cell marker expression. The results suggest that our 

iPS cells have features of stem cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 歯の先天欠如や、齲蝕および歯周炎に起因
した歯の喪失などによる歯の欠損の治療は、
現在人工材料を用いた補綴処置が主である。
しかし活発な研究の成果により、歯の再生医
療が現実味を帯びてきた。近年、多能性を有
する iPS 細胞が作製され、再生医療への応用
が期待されている。そこで我々は、iPS 細胞
を用いた人工歯胚の作製を着想し、実現に向

けた基盤的技術の開発を行うこととした。 
 
２．研究の目的 

 歯および口腔組織に由来する細胞から iPS
細胞を樹立し、HES1 遺伝子を調節して間葉細
胞を誘導する方法を応用して歯胚への誘導
能を有する細胞を作製する。さらに、iPS 細
胞から樹立した歯胚への誘導能を有する間
葉細胞と口腔粘膜上皮細胞を再構築して人
工歯胚を作製する技術を開発する。 
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３．研究の方法 

 

（１）ヒト歯髄細胞培養 
 矯正歯科治療のために抜歯した、永久歯か
ら歯髄組織を採取した。歯髄組織をメスで細
かく刻み、dispase と collagenase で処理を
した後、培養ディッシュに播種した。歯髄細
胞を増殖させ、サブコンフルエントに達した
時点で継代を行った。 
 
（２）ヒト歯髄細胞由来 iPS 細胞の樹立 
 第三継代のヒト歯髄細胞に、京都大学 iPS

研究所でサブクローニングされたエピソーマル
プラスミドpCXLE-hOCT3/4-shp53, pCXLE-hSK, 

pCXLE-hUL をエレクトロポレーション法により
遺伝子導入した。遺伝子導入後６日目にSNLフ
ィーダー細胞上にそれぞれの細胞を播種し、ヒト
iPS細胞用培地にて培養した。 

 
（３）ヒト歯髄細胞由来 iPS 細胞の
characterization 
 樹立したヒト歯髄細胞由来iPS細胞におけ
る未分化細胞マーカーの発現を解析するた
めに RT-PCR と免疫染色を行った。またアル
カリフォスファターゼ（ALP）染色を行った。
さらに染色体異常の有無を検討するために、
核型解析を行なった。 
 
４．研究成果 
 
（１）ヒト歯髄細胞培養 
 第二継代のヒト歯髄細胞を図１に示す。紡
錘形を呈し、線維芽細胞様の形態を示した。 

 
 
図１．ヒト歯髄細胞
の位相差顕微鏡像 
 
 

（２）ヒト歯髄細胞由来 iPS 細胞の樹立 
 樹立したヒトiPS細胞のコロニーを図２に
示す。辺縁が明瞭な円形のコロニー形態を示
し、ヒト ES 細胞のコロニーに類似した形態
が認められた。 

 
 
図２．ヒト iPS 細胞
の位相差顕微鏡像 
 
 

（３）ヒト歯髄細胞由来 iPS 細胞の
characterization 
 ①未分化細胞マーカー遺伝子の発現 
 未分化細胞マーカーである Oct3/4、
Sox2、Nanog、Rex1、DPPA5、DNMT3B の遺
伝子発現を RT-PCR で解析したところ、全
ての遺伝子発現が検出された（図３）。 

 
  図３．未分化細胞マーカー遺伝子の発現 
 ②SSEA-4 の発現 
 未分化細胞マーカーであるSSEA-4の発
現を免疫染色で解析したところ、発現が
陽性であった（図４）。 

 
 
図４．ヒト iPS 細胞
における SSEA-4 発
現 
 
 

③ALP 染色 
 ALP 染色を行った結果、樹立したヒト
iPS 細胞は ALP 陽性であった（図５）。 

 
 
図５．ALP 染色した
ヒト iPS 細胞 
 
 

④核型解析 
 核型解析の結果、樹立したヒト iPS 細胞
に核型異常は認められなかった（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      図６．核型解析結果 
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