
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３９０２

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

ヒトiPS細胞を応用した新たな直接覆髄法の開発

Development of a new direct pulp capping method with human iPS cells

１０３２９６０９研究者番号：

樋口　直也（HIGUCHI, Naoya）

愛知学院大学・歯学部・講師

研究期間：

２５４６２９７６

平成 年 月 日現在２８   ６ １３

円     2,600,000

研究成果の概要（和文）：　ヒトiPS細胞を用いた象牙芽細胞様細胞への分化誘導における至適因子について、スキャ
ホールドとして、ゼラチン、ラミニン、コラーゲンタイプⅠ、コラーゲンタイプⅣ、フィブロネクチンを用い、分化誘
導因子として、BMP-2、-4、-7を使用し、比較検討した。その結果、スキャホールドとして10%ゼラチンを、誘導因子と
してBMP-4を用いることが至適であることが明示された。
　ヒト歯肉線維芽細胞のiPS細胞への初期化については、セルライン化された歯肉線維芽細胞にエピソーマルベクター
をエレクトロポレーションで導入した。現在、初期化の成否を、qPCR法を用いて導入遺伝子の発現で確認中である。

研究成果の概要（英文）： We considered which ECM component (i.e., Collagen typeⅠ, gelatin, fibronectin, 
collagen typeⅣ) combined with each inducer (bone morphogenetic protein (BMP)-2, -4, -7) was the most 
suitable to support the proliferation of human induced pluripotent stem (iPS) cell lines and their 
differentiation into odontoblast-like cells. The results showed us that 10% gelatin combined with BMP-4 
was most suitable.
 On the other hand, we tried to generate iPS cells with three episomal plasmid vectors (including four 
factors) for reprogramming human gingival fibroblasts. They were transfected with electroporation and 
have been confirmed by the expression of reprogramming genes by qPCR.
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１．研究開始当初の背景 

 象牙芽細胞は直接覆髄処置後に露髄面に

誘導され存在することが望まれる細胞であ

るが、現在最も用いられている直接覆髄剤で

ある水酸化カルシウムは、接触した表層の歯

髄をその高い pH により壊死させ、歯髄の治

癒機構から象牙芽細胞を誘導する。また、そ

の成功率は必ずしも高いものではなく 1)、成

功率や組織親和性を考慮すると必ずしも望

まれる薬剤ではない。 

 近年、人工多能性幹細胞(iPS 細胞)からさ

まざまな組織の細胞へ、およびその逆の分化

誘導法が確立されつつある 2)3)。また、iPS 細

胞への誘導方法についても、１）癌化に関与

すると言われる c-Myc 遺伝子の代わりに

L-Myc 遺伝子を用いる報告 4)など、導入遺伝

子を変更したり、２）以前からベクターとし

て用いられていたレトロウィルスを、アデノ

ウィルス、センダイウィルスなどの別ウィル

スに変更したり 5)6)、３）ベクターをウィルス

からプラスミドに変更したり 7)とさまざまな

改良が報告されており、癌化や奇形腫（テラ

トーマ）の出現回避のための研究が世界的に

急速に進められ、iPS 細胞から様々な体細胞、

各体細胞からiPS細胞へのより安全な誘導の

メカニズムが徐々に解明、開発されつつある。 

 しかし、象牙質再生のメカニズムに着目し

た研究は国内外で少なく、その詳細は不明で

あり、組織発生および再生医療に関する歯科

医学研究は大きく立ち遅れているのが現状

である。各幹細胞から象牙芽細胞様細胞への

分化誘導についても、いまだ確立されておら

ず、現在さまざまな方法で検討されている

（現在では、研究分担者である尾関らが、マ

ウス iPS 細胞、マウス ES 細胞およびヒト骨

格筋幹細胞からマウス象牙芽細胞様細胞へ

の分化誘導法を確立している）。また、歯肉

線維芽細胞からiPS細胞への初期化について

は、１編の報告 8）はされているものの、癌化

（白血病）を誘発する可能性を含むレトロウ

ィルスを使用しており、その安全性に疑問が

残る報告である。さらに、臨床応用の実現性

が高いと考えられる方法である、ヒト歯肉線

維芽細胞からヒト iPS 細胞へ誘導し、ヒト象

牙芽細胞様細胞へと分化させるという一連

の流れに沿った報告はされていない。 

 本研究で基本的な知見を得て、生体親和性

の高い新たな直接覆髄処置の開発を含めて、

臨床応用の可能性を検討する。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）

の作製技術を応用し、ヒト歯肉線維芽細胞か

ら、歯髄内に存在する象牙芽細胞様細胞を分

化誘導し、生化学的手法を用いて、基礎的知

見を得る。それにより、侵襲性の高い既存の

直接覆髄処置に代わる、組織再生を利用した

新たな、非侵襲性の歯髄保護方法の開発を含

めて、その臨床応用を検討することを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト iPS 細胞からヒト象牙芽細胞様細

胞への分化誘導法の確立と確認 

 理化学研究所から入手可能であるヒト iPS

細胞に Hanging drop 法 9）を施した後、レチ

ノイン酸存在下で 3日間、浮遊培養させ、神

経堤細胞に誘導した。その後、Ozeki らの方

法 10)に従い、細胞外マトリックス（コラーゲ

ンⅠ、Ⅳ、ラミニン、フィブロネクチン）上

に細胞を播種し、BMP-2、4、7 存在下で 7 日

間培養を行い、象牙芽細胞への分化誘導を行

った。その際、細胞外マトリックスの種類や

BMP の種類、濃度、作用時間などの至適条件

を検討した（図１）。 

 
図１ iPS細胞の象牙芽細胞への分化誘導法 



 BMP 添加後、１、３、５、７日目での各細

胞の形態学的変化を光学顕微鏡下で観察し

た。また、BMP添加 7日後、total RNA を RNeasy

（QIAGEN）により抽出し、象牙芽細胞分化マ

ーカーである DSPP（象牙質シアロリン蛋白

質）と Enamelysin、神経堤細胞分化マーカー

である FoxD3、Sox10 の遺伝子発現を Real 

time-PCR 法を用いて観察した。また、象牙芽

細胞分化マーカーである DSP（象牙質シアロ

蛋白質）の発現を免疫染色法により観察した。

さらに石灰化能をALP染色とアリザリンレッ

ド染色により観察した。 

 

（２）ヒト歯肉線維芽細胞からヒト iPS 細胞

への初期化と確認 

 被験者の歯周外科中に得られる健全歯肉

からの歯肉線維芽細胞を用いる前に、セルラ

イン化されたヒト歯肉線維芽細胞を用いて、

初期化条件を検討した。Okita ら 7)の方法に

従い、100mm ディッシュにコンフルエントに

なった歯肉線維芽細胞を PBS（Gibco）で洗浄

後、0.25%トリプシン/1mM EDTA（Invitrogen）

で、37℃、３分間インキュベートし、遠心に

て回収した。細胞数は 6✕10 の 5 乗に調整し

た。Addgene より入手した３種類のエピソー

マルベクター（pCXLE-hOCT3/4-SHP53-F、

pCXLE-hSK、pCXLE-hUL）を大腸菌から QIAprep

（QIAGEN）を用いて抽出した。抽出したエピ

ソ ー マ ル ベ ク タ ー の 確 認 は 、

pCXLE-hOCT3/4-SHP53-F と pCXLE-hSK につい

ては、制限酵素である EcoRⅤと BglⅡ、

pCXLE-hUL については NheⅠと SacⅠを用い、

ダブルダイジェスト後の電気泳動にて行っ

た。その後、一度の導入に使用する量、つま

り各１μg（計３μg）に調整した。プラスミ

ドベクターを 1650V、10ms、3pulse の条件下

でエレクトロポレーションにより、歯肉線維

芽細胞に導入した。翌日、培地を交換し、以

降２日間に一度、培地の交換を行った。７日

後にフィーダー細胞（MEF）上に継代し、８

日後に培地を iPS 細胞用に変更後、iPS 細胞

の単離を試みた。初期化の成否については、

qPCR 法を用いて、OCT3/4、SOX2、KLF4、L-MYC

の遺伝子発現で確認した。 

 
４．研究成果 

（１）ヒト iPS 細胞からヒト象牙芽細胞様細

胞への分化誘導法の確立と確認 

 スキャホールドとしては、10%ゼラチンに

おいて、統計学的に有意に高い細胞増殖能が

認められた（表１）。

 

表１ 至適スキャホールドの検討 

 

また、分化誘導因子として、BMP-4 添加群に

おいて、統計学的に有意な象牙芽細胞分化マ

ーカー（DSPP, MMP-20, DMP-1）の発現が認

められた（表２）。 

 

表２ 至適分化誘導因子の検討 

 

今回の至適スキャホールドの研究結果は、研

究分担者である尾関らが報告している、ヒト

骨格筋幹細胞を象牙芽細胞様細胞に分化誘

導させる際の至適スキャホールド 11)と一致

していたものの、マウス iPS 細胞を象牙芽細



胞様細胞に分化誘導させる際 10)とは異なっ

ていた。今後、分化誘導後の象牙芽細胞様細

胞の表面性状など、さらに詳細な解析が必要

であると思われる。 

 

（２）ヒト歯肉線維芽細胞からヒト iPS 細胞

への初期化と確認 

 当初予定していたウイルスベクターによ

る遺伝子導入を、将来の臨床導入を考慮し、

より安全で、現実性のあるエピソーマルベク

ターを利用する方法に変更した。抽出したベ

クターを制限酵素で切断し、確認した（図２）。 

  

図２ プラスミドの確認 

 

現在、ヒト歯肉線維芽細胞を iPS 細胞に初期

化しているところであるが、今後、ヒト歯肉

線維芽細胞から象牙芽細胞様細胞までの一

連の分化誘導法が、セルライン化した歯肉線

維芽細胞のみならず、患者から分離培養した

野生株でも適応できることが求められる。そ

うすることで、将来的に、何らかの理由で失

った象牙質部分に、不要な歯肉から作製した

象牙芽細胞様細胞を安全に移植することが

でき、象牙質を形成させる治療、つまり、現

在の直接覆髄法に代わる新たな治療方法の

開発につながるため、今後もさらなる研究の

継続が必要である。 
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