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研究成果の概要（和文）：

iPS 細胞は，体細胞に数個の遺伝子を導入することで作製可能な多能性幹細胞である。歯肉は
歯科治療の過程で切除される機会の多い組織であり，一般的に切除歯肉は廃棄されている。我々
は，歯肉を用いることで，容易に質の高い iPS 細胞が樹立可能であることを見出した。歯肉か
ら樹立したマウス iPS 細胞は骨芽細胞への分化能を示し，特定の化合物を用いることで，その
分化をより確実に誘導することが可能であった。本研究成果によって，歯科医師による容易な
iPS 細胞作製の道筋が示され，新たな歯槽骨増生術の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：
iPS cells can be generated from somatic cells by forced expression of defined exogenous 
factors. We found that the gingiva, which is often resected during general dental 
treatments and treated as biomedical waste, is a promising source of iPS cells. These 
iPS cells were capable of osteogenic differentiation, which could be greatly enhanced 
by some small molecules. The generation of iPS cells from the gingiva offers a promising 
method for the facile production of iPS cells by dentists, which represent an important 
step toward the development of novel alveolar bone regeneration technology. 

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2010 年度 8,100,000 2,430,000 10,530,000

2011 年度 4,000,000 1,200,000 5,200,000

2012 年度 5,100,000 1,530,000 6,630,000

年度

  年度

総 計 17,200,000 5,160,000 22,360,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：歯学・補綴系歯学

キーワード：iPS 細胞・歯肉・再生歯科医療・骨組織再生

１．研究開始当初の背景
 補綴歯科治療に必要な顎骨の欠損に対し，
その形態，機能の回復を図るためには，従来
の歯科補綴学的手法に加え，細胞および生体
材料の移植を基盤とした新たな治療法の開
発が望まれる。

 一方，近年 iPS 細胞の研究の進展はめざま
しく，その再生医療での応用は国家プロジェ
クトとして期待されている。iPS 細胞は，本
人の体細胞から作製するため，免疫拒絶反応
を起こさず，倫理的な問題も少ない。我々は，
口腔粘膜の歯肉の細胞は iPS細胞の樹立に適
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した高い増殖能力を有するだけでなく，他の
組織（骨髄，智歯，歯髄，歯根膜）由来の細
胞と比較して圧倒的に採取・培養が安全かつ
容易であるため，これが最適な iPS 細胞の源
となり得ることを着想した。

２．研究の目的
(1) 歯肉線維芽細胞に iPS 細胞誘導因子を

導入することにより，iPS 細胞が作製可
能であることを，分化多能性の評価から
明らかにする。 

(2) 樹立した iPS 細胞から骨芽細胞への分
化が信頼性高く生じる方法を確立する。 

(3) 樹立した iPS 細胞が骨組織を形成する
可能性を動物実験で明らかにする。 

３．研究の方法
(1) マウスあるいは患者より採取した歯肉

より歯肉線維芽細胞を分離培養し，初期
化誘導因子（oct3/4, sox2, klf4）を導
入することでiPS細胞への誘導を試みた。
作製した細胞を三胚葉系の種々組織細
胞へ分化誘導し，多分化能を検討した。 

(2) 作製したiPS細胞を骨芽細胞分化誘導培
地で培養した。骨芽細胞特異的遺伝子の
発現を RT-PCR にて解析し，溶解細胞中
のカルシウム濃度をMXB法にて測定した．
また，石灰化基質形成を von Kossa 染色
および，走査型電子顕微鏡(SEM)観察で
確認し，石灰化物をフーリエ変換型赤外
分光(FT-IR)およびエネルギー分散型分
析装置(EDX)を用いて分析した． 

(3) 分化誘導培地に骨芽細胞分化促進化合
物を添加して iPS 細胞を培養し，これら
化合物がiPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼ
す影響を評価した． 

(4) 温度応答性高分子ゲルを用いてiPS細胞
の三次元細胞凝集体を作製し，骨芽細胞
分化誘導培地にて分化誘導後，SCID マウ
ス皮下へ移植することで，異所性の骨形
成能を評価した． 

４．研究成果 
(1) マウスあるいは患者歯肉から樹立した

iPS 細胞（図１）は，ES 細胞と同様の特
徴を示し，三胚葉に由来する様々な細胞
組織に分化した。 

図１ 患者歯肉を用いたiPS細胞の樹立
（Egusa H. et al. PLos One, 2010; 5: 
e12743 より改変） 

c-Myc を除いた 3 因子で樹立したマウス
iPS 細胞を胚盤胞に移植した結果，この
細胞は成体キメラマウスの誕生，さらに
はジャームライン・トランスミッション
に寄与し，生殖細胞への分化能を有する
質の高いiPS細胞であることが示された。
また，マウス歯肉線維芽細胞は，従来 iPS
細胞作製に用いられている皮膚線維芽
細胞と比較して高い増殖能を示し，初期
化効率が高いことが明らかとなった。以
上の結果から，採取およびその初期化誘
導が容易な歯肉線維芽細胞は，初期化機
構や多能性機構の解析に適した細胞で
あり，臨床応用に向けて有望な iPS 細胞
源であることが示唆された。 

(2) 骨芽細胞分化誘導培地で培養したiPS細
胞の SEM 像には，豊富な細胞外基質に多
くの石灰化物が観察され，細胞溶解液中
には著明なカルシウムが検出された．ま
た，FT-IR 分析の結果，分化誘導するに
従って経時的にアミノ酸の豊富な基質
の中にハイドロキシアパタイトに関連
するリン酸基および炭酸アパタイトに
関連する炭酸基を認め，EDX 分析におい
ても，細胞表面に存在する石灰化基質に
カルシウムとリンから構成されたアパ
タイトに関連するリン酸カルシウムを
認めた． 

(3) 骨芽細胞分化促進化合物の添加は，iPS
細胞の骨芽細胞特異的遺伝子の発現お
よび細胞外基質の石灰化を有意に促進
し，iPS 細胞の骨芽細胞分化をより確実
に誘導することが明らかとなった。 

(4) 試験管内でiPS細胞から作製した三次元
骨芽細胞凝集体は，異所性の骨形成能を
示した（図２）。 

図２ マウス歯肉由来iPS細胞三次元凝
集体による異所性骨形成 

以上の結果から，歯肉由来 iPS 細胞の三
次元骨芽細胞凝集体は，生体内において
骨移植材として骨再生に効果的に作用
する可能性が示唆された。本研究で得ら



れた歯肉由来iPS細胞の骨芽細胞分化誘
導技術が導く三次元骨芽細胞凝集体は，
広範囲の骨欠損部位を再生可能にする
新規移植材料となる可能性を秘めてお
り，将来の骨増生術への応用が期待され
る。 
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