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研究成果の概要（和文）：LEF1は、48-kDの核タンパク質で、前B細胞および前T細胞での発現が報告されてい
る。このLEF1は、生物の発生に重要なWnt/β-cateninシグナルにおける転写因子であり、β-cateninを介して
Wnt標的遺伝子の転写に関わると報告されている。
　本研究では、遺伝子工学的手法にてLEF-1プロモーターを用い乳歯由来細胞およびiPS細胞からLEF1陽性細胞を
単離し、当該細胞の幹細胞特性について検討することを目的とした。LEF1陽性単離細胞は、OCT3/4などの幹細胞
マーカーの発現を示し、骨芽細胞と神経細胞への多分化能を有していた。

研究成果の概要（英文）：Lymphoid enhancer-binding factor-1 (LEF1) is a 48-kD nuclear protein that is
 expressed in pre-B and T cells. LEF1 is also an important member of the Wnt/β-catenin signaling 
pathway that plays important roles in the self-renewal and differentiation of embryonic stem cells. 
We speculated that LEF1 might function in the stem cells from human exfoliated deciduous teeth 
(SHED). In this study, we attempted to isolate such LEF1-positive cells and iPS cells from human 
deciduous dental pulp cells (HDDPCs) by genetic engineering technology, using the human LEF1 
promoter. 
RT-PCR analysis confirmed the expression of several stem cell markers, including OCT3/4, SOX2, REX1,
 and NANOG, in LEF1-positive HDDPCs, which could be differentiated into osteoblasts and neuronal 
cells. 

研究分野： 小児歯科学
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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続々単離され、こ

れらいわゆる体性幹細胞・前駆細胞を用い

た歯の再生の可能性が論じられている。乳

歯は小児期の歯の生え替わりで脱落し、廃

棄されるのが常であったが、それを歯髄の

供給源（バイオマス）として再利用出来る

のではないか（バイオリサイクル）、また、

teeth bank へのリソースとして利用出来る

のではないか、という見方が広まり、歯科

に対する熱い関心が寄せられている。 

 平成 24 年度第 54 回歯科基礎医学会学術

大会・総会サテライトシンポジウム「口腔

領域における iPS 研究の現状と展望」にお

いて、歯科からの iPS 研究をさらに拡充し

ていくことが示された。また、乳歯の歯髄

がバイオマスとして非常に有効であること

が再認識され、乳歯を用いた iPS 細胞研究

の発展が大いに期待されている。我々の研

究グループは、同シンポジウムにおいて、

脱落乳歯の歯髄細胞（dental pulp cells, 

DPCs）からヒト iPS 細胞株樹立に成功した

ことを報告した。その過程で、DPCs の特性

と iPS 細胞の樹立効率には相関性がある

ことが明らかになった。 

 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。iPS 細胞は in vitro で無

限に増え、かつ様々な分化細胞を生む。興

味深い特徴としてヒト iPS 細胞は、分化誘

導を行うと供給元の細胞の特性を持つ分化

細胞への分化が報告されている。これは、

ヒト体細胞の iPS 化の場合、初期化が完全

でないことを意味し、歯組織由来 iPS 細胞

の場合、分化誘導を行なえば、歯を形成す

る細胞へ優先的に分化する可能性が高いこ

とを意味する。一方、歯髄幹細胞（dental 

pulp stem cells, DPSCs）は免疫を回避し

たり、ナーシング機能（周りの細胞に対し

て保護採用を示す看護的な機能）などの特

徴を有しており、歯のみならず、歯周組織、

神経の再生医療へのカギとなる細胞である。

しかしDPCsから得られるDPSCsは細胞数が

限られ、有用な細胞であっても臨床応用に

は直接結び付けることができない。そこで、

無限増殖能を持つ iPS 細胞を介して、歯形

成細胞を得ることができれば、より再生医

療に直結すると考え、本研究の着想に至っ

た。 

 また、LEF1 は、48-kD の核タンパク質で

あり、前 B細胞および前 T細胞での発現が

報告されている。この LEF1 は、生物の発生

に重要な Wnt/β-catenin シグナルにおけ

る転写因子であり、β-catenin を介して

Wnt 標的遺伝子の転写に関わることが報告

されている。また、未分化な胚性幹細胞（ES

細胞）における未分化の維持・増殖に関与

することも報告されている。さらに、Lef1
遺伝子の欠損したマウスによる研究より、

歯の発生において LEF1 は重要な役割を担

っていることが示唆されている。LEF1 は ES

細胞の未分化の維持・増殖および歯の発生

の初期の段階で関わることから、LEF1 が歯

髄幹細胞を含めた未分化な歯系細胞のマー

カーとなるのではとの考えに至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、乳歯由来 iPS 細胞を用い、

歯形成細胞までの分化誘導レベルの制御を

目的としている。具体的には、遺伝子工学

的手法を用いて、乳歯由来 iPS 細胞を分化

誘導し、LEF1 陽性細胞を単離し、単離した

細胞が幹細胞としての性質を有しているの

かを検討する。 

 

３．研究の方法 

 歯構成細胞や歯髄幹細胞に特異的に稼働

するプロモーターを用い、分化誘導レベル

を制御するために、PiggyBac 系を用いてす

でに樹立している乳歯由来 iPS 細胞から組

織幹細胞を選別・濃縮するためのプラスミ

ドを構築した。 

 乳歯 DPCs 由来のヒト iPS 細胞に、

PiggyBac 系のプラスミドを導入し、組換え

iSP 細胞株を樹立する。これらの細胞を用

い、in vitro、in vivo での分化誘導を行

い、歯構成細胞、DPSCs を選別する。得ら

れた細胞が DPSCs としての機能を示すかを

検証するため、分子生物学的、生化学的、

組織学的解析を行った。 

 

４．研究成果 

 本研究では、LEF-1 プロモーターを配し



図１：piggyBac トランスポゾン系ベクター 

図２：薬剤選択後の LEF-1 陽性細胞 

図３：分化多能性 

図４：乳歯 DPSCs 由来 iPS 細胞への 

遺伝子導入株の樹立 

図５：胚様体形成と播種細胞での 

LEF1 の発現 

たプラスミドベクターとして、遺伝子導入

効率が高いとされる piggyBac トランスポ

ゾン系を用いた。ヒト LEF-1 プロモーター

＋ EGFP cDNA ＋ 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子

（ Neomycin ）を挿入したプラスミド

pTA-LEN を作製した（図１）。 

 新規構築プラスミドベクターである

pTA-LEN を乳歯歯髄細胞（DPSCs）へ遺伝子

導入行い、薬剤選択および EGFP 発現を指標

とし、LEF-1 発現細胞を取得した（図２）。 

 さらに得られた LEF-1 発現細胞を骨系細

胞へ分化誘導行ったところ、アリザリンレ

ッド染色陽性となり骨分化能を有している

可能性が示唆された。加えて、LEF-1 発現

細胞を神経系へ分化誘導を行った。分化誘

導後の細胞は、Nissl 染色にて陽性を示し、

神経系への分化能を有することが示唆され

た（図３）。 

 本研究で得られた LEF-1 陽性細胞は、乳

歯歯髄幹細胞である SHED と同様の遺伝子

遺伝子発現を有しており、遺伝子工学的な 

手法により乳歯歯髄幹細胞の取得が可能と

なった。 

 一方、乳歯 DPSCs 由来 iSP 細胞における

piggyBac トランスポゾン系プラスミドの

遺伝子導入における長期培養が可能であっ

た（図４）。 

  

 

 

 

 

 

 

 



図６：CD44 および STRO-1 の発現 

 さらに、乳歯 DPSCs 由来 iPS 細胞へ

pTA-LEN プラスミドを遺伝子導入し、胚様

体形成後、その胚様体を再度播種した。iPS

細胞では、未分化の状態であるために、EGFP

の発現は認められなかったが、胚様体を形

成し分化が進行すると EGFP の発現を認め、

さらにそれを播種し接着細胞として再度培

養すると、EGFP の発現を認めた（図５）。

また、RT-PCR により、OCT3/4、NANOG など

の幹細胞マーカーの発現を認め、免疫染色

により CD44、STRO-1 の発現をみとめた（図

６）。 

 

 以上より、遺伝子工学的手法を用い、乳

歯 DPSCs 由来 iPS 細胞を樹立し、その樹立

細胞を用い分化誘導し、LEF1 陽性細胞を単

離することが可能となった。また、単離し

た細胞は歯髄幹細胞としての性質を有して

いることが明らかとなった。 

 本研究により得られた細胞を用いた基礎

的な研究から、将来歯・神経・骨の再生へ

向けた臨床応用が加速する可能性は高く、

学術的な意義は非常に高いと確信する。 
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