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研究成果の概要（和文）：  

 

 まずは iPS 細胞樹立時に必要とされる feeder 細胞について、複数の異なる薬物耐性を持つ

feeder 細胞を樹立した。2 種類の薬剤耐性遺伝子を持つプラスミドを作成し、SHB 細胞、SPB

細胞、SNB 細胞を樹立した。薬剤選別にて、いずれの細胞も STO 細胞とほぼ同じ細胞形態をし

ており、18継代以上の長期間培養維持が可能であった。また、樹立細胞上に播種されたマウス

ES 細胞については、形態学的には変化は認められず、良好な継代維持が可能であった。次に、

口腔組織由来細胞の初代培養では、特に細菌類が培養系にコンタミする場合が多いことから、

歯髄細胞の初代培養時のコンタミについて検討した。STO 細胞と共培養すると、初代培養系の

コンタミの可能性を減少させることが可能であった。 

 次に歯髄細胞を用いて 4因子にて乳歯由来 iPS細胞の樹立に成功した。さらに歯髄幹細胞特

異的プロモーターを持つプラスミドを乳歯由来 iPS細胞に遺伝子導入し、組み換え iPS 細胞を

樹立した。この iPS 細胞をヌードマウス皮下に移植し、奇形腫を作製し、それを初代培養に移

した。しかしながら、neomycinを含む培地にて培養後、歯髄幹細胞を選別したが、目的の細胞

を取得することができなかった。原因としては、プロモーターの発現、奇形腫での in vivo分

化誘導の不確実性が考えられたため、遺伝子導入法の再検討とスキャフォルドなどでの分化の

方向付けができる材料を用いるなどの検討を今後行う予定である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
 First, we generated a set of gene-engineered STO feeder cells that confer to 
resistance to several commercially available drugs. The STO cells were transfected 
with pcBIH (carrying bleomycin resistance gene (ble) and hygromycin B 
phosphotransferase gene (Hyg), pcBIP (carrying ble and puromycin resistance gene 
(puro)) or pcBSN (carrying ble and neomycin resistance gene (neo)). The resulting 
stably transfectants (termed SHB for pcBIH, SPB for pcBIP and SNB for pcBSN) exhibited 
bleomycin/Hygromycin, bleomycin/puromycin or puromycin/neomycin, as expected. The 
morphology of these cells passaged over 18 generations was indistinguishable from 
that of parental STO cells. Of isolated clones successfully supported the growth of 
mouse ES cells in an undifferentiated state, when co-culture was performed. Next, 
we examined the possibility that STO cells could phagocytose Streptococcus mutans 
(a bacteria causing tooth decay), which always contaminates cultures of primarily 
isolated human deciduous dental pulp cells (HDDPCs). There was no bacterial 
contamination in the cultures containing STO cells supplemented with mitomycin C 
(MMC).  
 HDDPCs can be reprogrammed using 4 reprogramming factors, and dental-pulp-stem-cell 
(DPSC) specific promoter was transfected to HDDPC-derived iPS. For teratoma formation, 
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recombinant HDDPC-iPS cells were injected subcutaneously into immune compromised 
mice. The teratoma was dispersed into primary culture, and we tried to select DPSC 
under the basic medium supplemented neomycin. Unfortunately, we were unable to gain 
DPSC because of the uncertainty of promoter expression and differentiation in vivo. 
We will review our transfection procedure and try to use the materials like scaffold 
in the future.    
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１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞は、繊維芽細胞等の分化細胞に 4
つの reprogramming factor 遺伝子を導入し
て得られ、ES 細胞と同等のポテンシャルを
持つ細胞である３）。iPS 細胞は in vitro で無
限に増え、且つ様々な分化細胞を生む。この
点では、研究や臨床応用での細胞の不足を解
消するに足る利点を有する。歯髄細胞からの
iPS 化は既に岐阜大で達成されている４）。彼
らの研究から判った興味深い知見として、表
皮繊維芽細胞に比べ、歯髄細胞からは 103倍
高い効率で iPS細胞が得られたという点であ
る。理由は未だ不明だが、歯髄細胞はかなり
未分化な細胞で構成されていると考えられ
る。一方、iPS 細胞から歯髄幹細胞のような
いわゆる組織（体性）幹細胞が樹立されたと
いう報告は未だ無い。従って、iPS 細胞から
の効率的な歯髄幹細胞の分化誘導、その単
離・濃縮法の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 歯科臨床において、抜去乳歯は子どもの記
念に保存する以外はほとんど廃棄されてい
る。しかし、バイオリサイクルの観点から、
乳歯は歯髄幹細胞の有効な細胞供給元とな
り得る。そこで、本研究は、乳歯由来の再生
医療への応用を目指し、乳歯歯髄幹細胞から
１）遺伝子工学的手法を用いて、多能性幹細
胞である iPS 細胞を樹立すること、２）iPS
細胞から乳歯歯髄幹細胞への in vivo 分化誘
導法を確立することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、交換期に抜去された乳歯の歯髄
細胞を用いて、iPS 細胞を作製し、これを基
に歯髄幹細胞の樹立法の確立を目指す。 
 乳歯歯髄細胞から iPS細胞を樹立し、歯髄
幹細胞特異的プロモーター、緑色蛍光遺伝子、
neomycin耐性遺伝子(neo)と Hygromycin耐性

遺伝子(hyg)を持つプラスミドを作製する。
樹立した iPS細胞にプラスミドを遺伝子導入
し、薬剤耐性 feeder細胞上にて Hygromycin B
を含む培地で培養し、組み換え iPS 細胞を選
別する。 
 組み換え iPS細胞をヌードマウス皮下に移
植し、奇形腫を作製する。次いで奇形腫を初
代培養に移し、neomycin (G418)を含む培地
にて培養後、歯髄幹細胞を選別する。 
 
４．研究成果 
 iPS細胞樹立時に必要とされる feeder細胞
について、複数の異なる薬物耐性を持つ
feeder細胞を樹立することができた。STO細
胞に、bleomycin 耐性遺伝子と hygromycin 
B 耐性遺伝子をプラスミドを用い、遺伝子
導入し、両薬剤に耐性を持つ SHB細胞を、
同 様 に 、 bleomycin 耐 性 遺 伝 子 と
puromycin 耐性遺伝子を、bleomycin 耐性
遺伝子と neomycin 耐性遺伝子を持つ SPB細
胞および SNB細胞をそれぞれ樹立した。これ
らの細胞を feeder として、マウス iPS 細胞
の樹立も可能であることも確認した。 
 口腔組織由来細胞の初代培養では、特に細
菌類が培養系にコンタミする場合が多いこ
とから、口腔組織由来細胞の効率的かつ確実
な初代培養法の検討を行った。結果として、
STO 細胞と共培養すると、初代培養系のコン
タミの可能性を減少させることが可能であ
った。また、細胞の増殖を促進する効果も確
認することができた。本結果から、初代培養
系のコンタミのリスクを低減する手技を開
発できたことで、iPS 細胞の cell source と
なる乳歯歯髄細胞の取得が容易になった。 
 次に乳歯歯髄細胞を用いて 4因子にて乳歯
由来 iPS 細胞の樹立時に、feeder 細胞が与え
る影響について検討を行った。樹立直後はコ
ロニーの形態が安定せず、ALP のタンパク発
現も微弱であった。10継代からは安定する傾



向が認められた。 
 また、乳歯由来 iPS細胞から、歯髄幹細胞
特異的プロモーターを遺伝子導入した組み
換え iPS 細胞を樹立した。この iPS 細胞をヌ
ードマウス皮下に移植し、奇形腫を作製し、
それを初代培養に移した。しかしながら、
neomycin を含む培地にて培養後、歯髄幹細胞
を選別したが、目的の細胞を取得することが
できなかった。原因としては、プロモーター
の発現、奇形腫での in vivo 分化誘導の不確
実性が考えられたため、遺伝子導入法の再検
討とスキャフォルドなどでの分化の方向付
けができる材料を用いるなどの検討を今後
行う予定である。 
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