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研究成果の概要（和文）：奇形腫から由来する細胞群から歯構成細胞を特異的に非侵襲的に検出するため、エナメル芽
細胞特異的な遺伝子の下流に蛍光遺伝子と薬剤耐性遺伝子を繋げた構築体（pT-ARIP）をpiggyBacトランスポゾンによ
る遺伝子導入システムを用いて導入した。残念ながら、pT-ARIP導入iPS細胞からはそれ由来の奇形腫を得ることができ
なかった。そこで、遺伝子導入前のiPS細胞から得られた奇形腫を初代培養し、得られた培養細胞に対しRT-PCR解析と
免疫組織学的解析を行ったところ、DSPPやAMELXの存在を確認した。以上より、in vitroでiPS細胞から歯形成に係わる
細胞群を分化誘導できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In order to specifically and noninvasively detect a tooth constitution cell among 
teratoma cells, a construct (pT-ARIP), which connected the fluorescent gene and the drug resistance gene t
hat were present downstream from the specific gene in the ameloblast, was introduced via a gene introducti
on system using the piggyBac transposon. A teratoma was not formed via the introduction of pT-ARIP into iP
S cells. Hence, RT-PCR and immunohistological analyses of the primary cell culture of the  teratoma derive
d from iPS cells was conducted before transgenesis. We confirmed the existence of DSPP and AMELX. As menti
oned above, a possibility that the differentiation induction of the cell group concerning tooth formation 
could be carried out from an iPS cell in vitro was shown.
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１．研究開始当初の背景 
近年の再生医療技術の進歩は目覚ましく、

歯科領域でも智歯や乳歯に由来する幹細胞
の性質を有する細胞群が単離され、これら体
性幹細胞を用いた歯の再生が精力的に展開
されている。マウス胎仔の表皮細胞と間葉系
細胞との共培養と、その集合体の in vivo 移
植からほぼ完全な歯が形成されている。しか
し歯幹細胞は歯組織内では数が少なく、その
単離と in vitro での増殖およびその形質を
維持したままの培養は難しいとされ、臨床応
用まではまだ課題が山積している。 
 一方、2006 年に開発された iPS 細胞作製
技術は、自家移植が可能で、かつ in vitro
でも増殖性が高く、その形質を維持したまま
の培養も確立しており、歯の体性幹細胞に代
わる有力な再生用素材としても期待できる。
しかしながら、iPS 細胞からの in vitro で効
率的に歯形成細胞の分化誘導法の確立や、最
終的な３次元構造を示す歯の形成について
は、まだ国内外とも萌芽的な段階である。加
えて、分化誘導後の癌の再燃の可能性も大き
な問題である。 
 このような状況下、東北大大学院歯学研究
科の福元敏教授らは、iPS 細胞由来の
ameloblast を in vitro で誘導した。彼らは、
ameloblastin を発現するラット歯胚由来
ameloblast とマウス iPS 細胞とを共培養し、
iPS細胞由来の分化細胞がameloblast特異的
な ameloblastin mRNA の発現を確認している。
この結果は、iPS 細胞は単独での分化誘導で
は歯形成は進行しにくいが、歯形成細胞との
共培養では、歯形成へ分化の方向が誘導され
ることを示唆し、このことは歯の発生が複雑
な細胞間の相互作用で進行するという概念
に合致する。 
 
 
２．研究の目的 
申請者はブタ細胞のiPS化に関する研究に

従事してきたが、その過程で既に樹立された
マウス ES 細胞をヌードマウスの精巣内に移
植する機会を得た。精巣に移植された ES 細
胞は、予想通り様々な分化細胞・組織から成
る奇形腫を形成した。奇形腫の中に様々な組
織が混在するということは、特定の分化組織
は、発生学的に個々の初期の器官（組織）原
基から発達することを示唆する。また、奇形
腫の中には当然様々な段階の細胞が存在す
るため、歯形成に係わる前駆細胞もわずかで
はあるが含まれると考えられる。このことは、
in vitro で ES 細胞からの歯への分化誘導条
件を考慮しなくても、ES 細胞をヌードマウス
に移植し、奇形腫を作製すれば、奇形腫から
当該細胞由来の歯組織を得ることが可能で
あることを意味する。また、発生生物学の分
野では既に常識として定着している器官/組
織の解離、再集合、組織再構築の現象が、下
等生物から哺乳類まで共通の原理として存
在することから、この原理を iPS/ES 細胞か

らの歯形成細胞への分化誘導に適用しよう
と考えた。 
本研究の目的は、１) ES 細胞の in vivo 移

植、奇形腫からの in vitro 組織再構成を通
じて、最終的に多種類の歯形成細胞の細胞分
化を誘導すること、２) in vitro で再構成さ
れた集合体をヌードマウスに移植した時、歯
髄・象牙芽細胞・デンチン・エナメル・エナ
メル芽細胞から成る３次元構造を示す歯形
成を行うこと、３)親株の ES 細胞の特性で
ある奇形腫形成（癌の再燃）が生じないこと
を確認すること、４) 同様の操作がヒト iPS 
細胞にも適用できるかを検討する。期間内に
は、１）－３）項の達成に全力を挙げ、さら
に可能であれば、既に樹立されたヒト iPS 細
胞に試料を変更し、同様の方法を用い歯の形
成を行うことである。 
 
 

３．研究の方法 
歯形成細胞特異的に蛍光タンパク遺伝子

を発現するプラスミドを作製し、これらをマ
ウス ES 細胞株に遺伝子導入し、組換え ES
細胞を作製する。この細胞に歯形成誘導のた
めの処理を施し、細胞集合体をヌードマウス
精巣内に移植し、奇形腫を作製する。奇形腫
を初代培養系に移し、in vitro で ES 細胞由
来の歯組織を含む組織再構成体を得る。歯組
織再構成体をヌードマウス上顎骨と精巣内
に移植し、３次元構造を持つ歯が形成される
かどうか、癌の再燃があるかどうかを検討す
る。詳細は以下の通りである。 
１) ameloblast と odontoblast 特異的蛍光遺
伝子の発現プラスミドの作製 
ameloblastとodontoblastの歯形成細胞に

特異的に蛍光タンパクを発現するプラスミ
ドを構築する。pARP プラスミドは AM 
promoter + HcRed1 cDNA（赤蛍光タンパクを
コード） + poly(A)付加部位 + puromycin 耐
性遺伝子発現ユニット（Puro）を持つ。pDCH
プラスミドは Dspp promoter + cyan cDNA（青
蛍光タンパクをコード）+ poly(A) 付加部位 
+ Hygromycin B 耐性遺伝子発現ユニット
（Hyg）を持つ。 
 

２）マウス ES 細胞へのプラスミドの遺伝子
導入と組換え ES 細胞の単離 
 pOEIN と新規作成２種のプラスミドをマウ
ス ES 細胞 E14 株に nucleofection システム
（ Lonza ） を 用 い て 遺 伝 子 導 入 し 、
G418/Hygromycin B/puromycin の３重選別に
より、最終的に pARP, pDCH, pOEIN の３種を
内蔵する組換え ES 細胞を得る。 
 
３）組換え ES 細胞の in vivo 移植による奇
形腫形成とその解析 
研究計画２）で得られた組換えES細胞を、

ヌードマウス精巣内（皮下よりも精巣内のほ
うが効率的に奇形腫が出来ることが経験的
に判っているため）へ移植し、奇形腫を作製



する。細胞群を移植する場合、その分散を防
ぐため、細胞をコラーゲンスポンジゲル支持
体にくるみ移植する。 
移植 1-1.5 ヶ月後に 10-15 mm に成長した

奇形腫を摘出する。奇形腫内には未分化細胞
と分化細胞とが混在していることから、奇形
腫のスライスを作製し、UV下で観察した場合、
ameloblast を 示 す 赤 蛍 光 細 胞 群 、
odontoblast を示す青蛍光細胞群、ES細胞あ
るいは生殖系細胞を示す緑蛍光細胞群を検
出できると考えられる。一方、歯特異的タン
パクおよび mRNA の検出のための抗体を用い
た免疫組織学的解析/RT-PCR 解析、歯特異的
遺伝子の mRNA 発現を検出するための in 
situ hybridization 解析、H-E 染色による通
常の組織学的解析などを行い、奇形腫内の歯
組織の分化状態を調べる。 
 

４）固形腫瘍の細片化と in vitro 組織再構
成 
 研究計画３）で歯形成が確認された奇形腫
を、ハサミでバラバラにほぐし、更に細胞分
散剤で処理する。塊を 1-3 mm 程の大きさに
し、コニカルチューブ内で 1週間旋回培養す
る。この過程で、軟骨、腸、歯組織といった
特定の組織が 3-5 mm の円形の集合体として
発達する。歯組織を含む再構成体は、蛍光実
体顕微鏡下で蛍光タンパク発現を指標にマ
イクロピペットで拾い上げることができる。
選別された再構成体は、研究計画３）と同様
に解析し、歯組織形成の程度を観察する。 
 
５）組織再構成体の in vivo 移植による機能
解析 
組織再構成体が、３次元構造を示す成熟し

た歯へと分化誘導するために、ヌードマウス
の臼歯の抜歯後に生じた移植窩に再構成体
を移植する。これにより、成熟した歯が形成
されるかを確認する。一方、当該集合体をヌ
ードマウス精巣内に移植し、奇形腫が形成さ
れるか（癌の再燃）も同時に検討する。 
 
 

４．研究成果 
マウス ES 細胞株を扱う前に、当研究室で

はヒト乳歯歯髄細胞からiPS細胞を樹立する
ことができたため、上記実験の最終目標であ
ったiPS細胞を用いて実験を進めることにし
た。 
まず初めに、ameloblast と odontoblast の

歯形成細胞に特異的に蛍光タンパクを発現
する 2種のプラスミドを構築した。前者の場
合、amelogenin (AM) 遺伝子プロモーターを、
後者の場合、dentin sialophosphoprotein
（Dspp）プロモーターを用いた。 
次に nucleofection システム（Lonza）を

用いた遺伝子導入法で、iPS 細胞に上記プラ
スミドの遺伝子導入を試みた。しかしながら、
導入効率が極端に低いせいか、2 種の薬剤に
よる選別後、薬剤耐性コロニーは得られなか

った。そこで、哺乳類細胞での遺伝子導入の
効率が非常に高いとされるトランスポゾン
の一種 PiggyBac（PB）の系を適用することと
した。PB transposase が認識し、特異的に結
合する PB acceptor の間に上記プラスミド内
の発現ユニットを挿入した、いわゆる PB ベ
クターを作成した。この２つの PB ベクター
と PB transposase 発現ベクターとを iPS 細
胞に co-transfection させた。その結果、幾
つかの薬剤耐性コロニーを得た。なお、PB に
よる iPS細胞への効率的遺伝子導入について
は論文作成中である。 
残念ながら、pT-ARIP 導入 iPS 細胞からは

それ由来の奇形腫を得ることができなかっ
た。おそらく遺伝子導入過程で細胞の分化ポ
テンシャルが低下していた可能性がある。そ
こで、遺伝子導入前の iPS 細胞から得られた
奇形腫を初代培養し、得られた培養細胞に対
し RT-PCR 解析と免疫組織学的解析を行った
ところ、DSPP や AMELX の存在を確認した。以
上より、in vitro で iPS 細胞から歯形成に係
わる細胞群を分化誘導できる可能性が示さ
れた。 
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