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研究成果の概要（和文）：本研究では、iPS細胞を用いて、欠損を生じた歯周組織の再生する新たな治療法の開発を目
的とした。神経堤細胞は歯周組織間葉系細胞の起源であるため、まずヒト皮膚線維芽細胞由来のiPS細胞を用いて、神
経堤細胞の特徴を持った細胞へ誘導した。次にこの細胞を歯根膜プライマリー細胞の細胞外基質との培養によって、歯
根膜細胞の特徴を有した細胞を獲得した。そこでヌードラットを用いて、歯周組織欠損モデルを作製し、得られた歯根
膜細胞様細胞を移植した結果、喪失した歯槽骨の一部とさらに歯根膜組織の一部が再生したことが、組織学的に観察さ
れた。本研究より、iPS細胞を用いた歯周組織再生療法の臨床応用への道筋を示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a novel therapy to regenerate defects formed 
in periodontium using iPS cells. As neural crest cells are thought to be the origin of mesenchymal cells 
that fabricate the periodontium, we first induced iPS cells derived from human skin fibroblasts to neural 
crest (NC)-like cells. We then cultured these cells on culture dishes coated by extracellular matrices 
produced by primary human periodontal ligament (PDL) cells. Consequently we obtained PDL-like cells from 
NC-like cells, which exhibited the features of PDL cells. In this context, we transplanted such PDL-like 
cells into the defect of periodontium experimentally created in rat mandibular, and observed the partial 
regeneration of alveolar bone and PDL tissue after 4 weeks of transplantation histologically. We 
therefore believe that our results indicated the way to clinically apply iPS cells for periodontal 
regenerative therapy.

研究分野：歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
歯根膜組織には幹細胞が含まれており、歯
根膜組織の維持や再生に重要な働きをして
いることが知られている。そのため多くの研
究者が歯根膜幹細胞を用いた再生療法の開
発に向けた研究を行っている。申請者らは、
これまで２種のヒト歯根膜幹細胞クローン
株を作製し、歯根膜幹細胞の特性について解
析を行ってきた。しかしながら、これらの細
胞株は自己複製能や多分化能を有している
が、クローン細胞株であるため、歯根膜系統
の多様な分化段階にある幹細胞を含んだ細
胞集団ではない。すなわち歯根膜組織には、
様々な分化段階の幹細胞が含まれており、こ
れらの細胞が組織内の他の細胞や基質と相
互作用を行い、適切に分化することによって、
歯根膜組織の構造維持に寄与していると考
えられることから、細胞株だけでは生体内で
の組織の再構築を十分に達成できないと推
察された。 
 歯根膜組織を含めた歯を構成する間葉系
細胞は、神経堤細胞に由来することから、こ
れらの細胞を用いることで、喪失した歯根膜
組織の再生のみならず、歯の再生の糸口にも
なり得るものであると推察された。そこで、
多様性のある幹細胞集団を得るために、人工
多能性幹細胞（iPS 細胞）を用いて、歯根膜
細胞の起源といわれる神経堤細胞様細胞へ
分化誘導し、多様性を有した未分化な歯根膜
細胞集団を作製し、その機能解析を行う。さ
らにこれを歯周組織欠損モデルへ移植する。
これらの実験を系統立って行うことによっ
て、喪失した歯周組織が再生できる新規の組
織再生法を開発することが可能になると企
図した。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、ヒト歯根膜幹細胞クローン株
を作製し、それらの歯根膜組織再生能につい
てこれまで解析を行ってきた。しかしながら
ラットへの移植実験では、この細胞株が歯根
膜組織再生に積極的な関与を示す十分な結
果が得られていない。これは、用いた細胞株
が一定の分化段階に限られたクローン株で
あるため多様性を欠き、その結果予測通りの
分化が進まなかったことによると推察され
た。したがって歯根膜組織再生には、歯根膜
の発生期に存在するような極めて未分化な
細胞を含めた多様な分化段階の幹細胞が必
要であると考えるに至った。そこで本研究で
は、歯根膜細胞由来の iPS 細胞を用いて、そ
の特性の解析、プライマリーの歯根膜細胞と
の相互作用や分化能の解析、そして歯周組織
を欠損した動物実験モデルを用いて iPS 細
胞による歯根膜組織再生法を開発すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
プライマリーのヒト歯根膜細胞へ Nanog, 
Lin28, Oct4, Sox2 の遺伝子を導入し、ヒト

歯根膜細胞由来の iPS 細胞（理化学研究所よ
り購入）を作製し、この細胞を用いて、Lee
らの報告（Nat Protoc, 2010）に基づいて神
経堤細胞様細胞への分化誘導を試みる。この
分化誘導した細胞を用いて、神経堤細胞マー
カーの発現を解析し、さらに骨系細胞分化な
らびに脂肪細胞への多分化能について解析
する。さらにこの神経堤細胞様細胞とヒト歯
根膜プライマリー細胞との相互作用につい
て解析し、iPS 細胞を歯根膜細胞系統へ分化
誘導する方法を明らかにする。そしてin vivo 
における、iPS 細胞由来の神経堤細胞様細胞
による歯根膜組織再生能について明らかに
するために、ラットを用いた歯周組織欠損実
験モデルを確立する。このモデルの歯周組織
欠損部位へ、神経堤細胞様細胞を移植するこ
とによって、歯周組織再生能について組織学
的に評価する。 
 
４．研究成果 
本研究では、当初の計画に従い、プライマ
リーのヒト歯根膜細胞へ Nanog, Lin28, Oct4, 
Sox2 の遺伝子をコードした Minicircle
（System Biosciences 社より購入） を操作
手順に従い、遺伝子導入し、iPS 細胞の樹立
を数回試みた。その結果、微少なコロニー形
成を認めるも、成長せず、適切な iPS 細胞を
得ることができず、またその原因についても
明らかにすることができなかった。したがっ
て、方針を変更し、京都大学の山中教授らが
作製した、ヒト皮膚線維芽細胞由来の iPS 細
胞を用いて、まず歯根膜細胞の起源である神
経堤細胞への分化誘導を行うことにした。 
 
この iPS細胞を神経堤細胞様細胞に分化誘
導するために、Lee らの報告に従い、まず iPS
細胞のコロニーを個々に分散し、MEF 細胞の
培養上清と共に培養してiPS細胞の増殖を行
った。培養皿上で約 50％程度に増殖した細胞
に、TGF-beta シグナルの抑制剤ならびに BMP
活性の拮抗薬として働く Noggin を添加した
培地で培養し、増殖を促進した。その後、海
馬細胞や中枢神経系の神経細胞の培養用無
血清培地にて培養することによって、約半月
をかけて神経堤細胞様細胞への分化誘導を
行った。 
 
この分化誘導した細胞は、ES 細胞マーカー
である Nanog ならびに OCT4 遺伝子を発現し
ており、さらに神経堤細胞マーカーである
Nestin, p75NTR, SLUG, SOX10 遺伝子を発現
することが明らかになった。さらに免疫細胞
学的染色により、誘導された細胞は、中枢神
経マーカーである PAX6 を発現する細胞集団
の中に p75NTR 発現細胞のコロニーが形成さ
れていた。以上の結果から、iPS 細胞からの
神経堤細胞分化に成功したと判断した。 
 
 次に、iPS 細胞から神経堤細胞様細胞が誘
導された割合について検討するため、この細



胞が発現する表面抗原の１つである p75NTR
の発現について、フローサイトメトリー解析
を行った。その結果、約 9割の細胞が陽性反
応を示した。そこで MACS を用いた磁気細胞
分離法によって陽性細胞を分離し、継代培養
に成功した。さらにこの分離した細胞を用い
て、骨系細胞分化誘導培地（含アスコルビン
酸、beta-グリセロリン酸、デキサメサゾン）
にて５週間の培養を行い、アリザリンレッド
染色を行った結果、陽性反応が認められ、骨
系細胞へ分化することが明らかになった。一
方、脂肪細胞誘導培地にて培養を試みたが、
細胞のダメージが大きく十分な分化誘導を
確認することはできなかった。 
 
そこで、この神経堤細胞様細胞と歯根膜細
胞との相互作用について解析を行うため、ま
ずヒト歯根膜プライマリー細胞とフィルタ
ーを介して 2週間の共培養を行った結果、歯
根膜細胞のマーカーである、periodontal 
ligament-associated protein-1 
(PLAP-1)/asporin な ら び に alkaline 
phosphatase (ALP)の遺伝子発現が約２倍に
有意に促進した。したがって、ヒト歯根膜プ
ライマリー細胞によって、iPS 細胞由来の神
経堤細胞様細胞の歯根膜細胞様細胞への分
化が誘導されることが示唆された。次に、ヒ
ト歯根膜プライマリー細胞の膜抗原による
分化誘導の可能性について検討した。培養皿
上でコンフルエントに増殖したヒト歯根膜
プライマリー細胞を４％パラホルムアルデ
ヒドで固定し、PBS で十分に洗浄後、この細
胞上に神経堤細胞様細胞を播種した。同様に
2 週間培養を行ったが、神経堤細胞様細胞に
よる歯根膜細胞分化は確認されなかった。以
上の結果より、神経堤細胞様細胞の分化には
ヒト歯根膜プライマリー細胞によって分泌
される因子が重要であることが示唆された。 
 
 しかしながら、上述したように、ヒト歯根
膜プライマリー細胞由来の分泌成分による
誘導効率が十分ではなかったため、その効率
をさらに上昇させることにした。まず、ヒト
歯根膜プライマリー細胞を培養皿上でコン
フルエントになるまで、培養した後、EDTA を
用いて、細胞のみを剥離して、歯根膜細胞由
来の細胞外基質でコートされた培養皿を作
製し、その上で神経堤細胞様細胞を培養した。
コントロールとして、神経堤細胞様細胞の培
養に用いている、Fibronectinおよび Laminin
でコートした培養皿を用いた。その結果、歯
根膜細胞外基質上で培養した、神経堤細胞様
細胞は、歯根膜細胞に特徴的な遺伝子である、
ALP, alpha-Smooth Muscle Actin, Collagen 
1 & 12, Epidermal Growth Factor Receptor, 
Fibrillin 1, Osteoprotegerin, Osteopontin, 
PLAP 1, Periostin の発現を有意に上昇した。
中でも PLAP 1 は、歯根膜での発現が顕著で
あるが、この発現はコントロールの培養皿上
で培養した場合の、約 150 倍程度に上昇して

いた。これらの結果から、神経堤細胞様細胞
の歯根膜細胞様細胞への分化誘導には、ヒト
歯根膜プライマリー細胞の細胞外基質が有
効であることが示唆された。 
 そこで、上記に様にして、神経堤細胞様細
胞から誘導した歯根膜細胞様細胞の、歯根膜
組織再生能について解析するため、in vivo
モデルを作製した。動物モデルには、ヌード
ラットを用いて、両側下顎第 1および第 2臼
歯部の頬側歯槽骨ならびに歯根膜組織を削
除して、歯根を露出させ、この欠損部位の再
生について組織学的に解析することとした。
この欠損部位に、足場材として用いたゼルフ
ォームと混和した、神経堤細胞様細胞由来の
歯根膜細胞様細胞を移植し、4 週間後に固定
し、歯根膜組織再生について検討した。コン
トロールには、ゼルフォーム単味を移植した
ものを用意した。その結果、コントロールと
比較して、欠損部位の歯槽骨が顕著に再生し
ており、さらにそれに伴って、一部歯根膜組
織の再生も観察することができた。 
 
以上の結果より、ヒト皮膚線維芽細胞由来
の iPS 細胞を神経堤細胞様細胞へ誘導し、さ
らに歯根膜細胞様細胞へ分化誘導した細胞
は、歯周組織再生能を持つことが示唆された。
歯根膜幹細胞は、歯周組織再生において有用
な細胞であると考えられているが、通常、組
織再生に用いるために十分な数の幹細胞を
得ることは困難である。本研究成果より、患
者本人から得られたiPS細胞から分化誘導し
た細胞を用いることで、歯周組織再生に必要
な未分化な細胞集団を十分な細胞数で獲得
することが可能になると考えられる。 
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