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研究成果の概要（和文）：　本研究ではフィーダーフリー・ゼノフリーiPS培養法から、歯周組織の起源である
神経堤細胞への誘導を実現させた。マウスの歯根膜組織には神経堤細胞が存在し、その一部は間葉系幹細胞マー
カーであるPDGFRαやCD44が発現していることを確認した。そのため神経堤由来間葉系幹細胞は歯周組織再生療
法の有力な細胞供給源になる可能性が示唆された。これらの細胞を実際の歯周病モデルマウスに移植するべく、
その疾患モデルマウスの作製とその評価を行った。マウスの大臼歯に絹糸を結紮することで骨破壊を誘導すると
いうきわめて臨床の歯周病に近い歯周病誘発モデルの再現実験を行い、その技術的再現性を確認し移植実験の準
備をしている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we realized the induction of neural crest cells, which was 
feeder-free, xeno-free iPS culture method. It was confirmed that neural crest cells existed in the 
periodontal ligament tissue of the mouse and some of them expressed PDGFRα and CD44 which are 
mesenchymal stem cell markers. This suggested that neural crest derived mesenchymal stem cells may 
be a potential source of cells for periodontal tissue regeneration therapy. In order to transplant 
these cells into real periodontal disease model mice, the disease model mice were prepared and 
evaluated. Periodontal disease induction model induced bone destruction by ligating 5-0 silk thread 
to mouse molar tooth. To confirm the technical reproducibility. Now, we have been  preparing for 
transplantation.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
現在主に行われている歯周組織再生療法に
はエナメルマトリックスタンパク質(EMD)を
用いた方法や骨移植術などがある。これらは
歯周組織に内在すると想定される幹細胞に
依存した治療法である。つまり、EMD は「成
長因子のカクテル」を供給することで歯周組
織に内在すると考えられる幹細胞を刺激し、
骨移植術については、人工骨の場合は移植部
周囲からの細胞が増殖・分化するための「場」
を、そして自家骨の場合は「場」に加えて、
わずかな幹細胞を供給することで歯周組織
の再生現象が誘導されていると考えられる。
近年では更に有効な歯周組織再生が期待さ
れる組織幹細胞として、間葉系幹細胞
(Mesenchymal stem cells; MSCs)の移植治療
が報告されている。これは以前より歯根膜の
細胞成分に未分化間葉細胞が存在し、組織恒
常性の維持のために新しい細胞の供給源に
なっているという理論に立脚した新規再生
療法と考えられる。この方法に用いられてい
る骨髄 MSCs は骨・軟骨・脂肪・などへの分
化能を持ち、試験管内で容易に培養可能であ
ることから臨床応用の報告も多い。しかしこ
の MSCs は特異的なマーカーが同定されてお
らず、これまで 30 年もの歴史を持つ MSCs 研
究は純度の低い培養細胞集団を用いた in 
vitro解析を主体に行われ、MSCs が本来持つ
生理的な役割、すなわち生体内における機
能・動態の解析はほとんど行われていないの
が現状である。また近年では iPS 細胞を骨細
胞や歯根膜細胞に誘導することで新しい再
生療法へ向けた研究も行われている。しかし
ながらこれらの先行研究は（１）ほとんどが
マウス細胞を用いたデザインであること。
（２）目的細胞への誘導評価は in vitro で
の免疫組織学的手法やPCRのみで行っている
こと。（３）歯周組織細胞への確実な分化誘
導方法は示されていない。（４）移植実験に
関しては再生組織の定量的評価や安全性の
評価方法はほとんど報告されていない。つま
りヒトiPS細胞を用いた安全で有効性のある
口腔領域再生療法の確立にはまだ超えなく
てはいけないいくつもの課題がある。そこで
申請者はヒトiPS細胞を用いた新規歯周組織
再生療法を確実かつ安全に臨床応用へ展開
するための基盤研究を行うことを目標とし
た。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒト iPS 細胞を用いたマウス実
験に加え、霊長類コモンマーモセットも用い
て組織再生メカニズムを免疫組織学的手法
と画像解析によって明らかにし、安全・確実
な歯周組織iPS細胞再生療法を確立すること
であった。計画していた具体的な研究項目は、
（１）京都大学から治療用ヒト iPS 細胞の提
供を受け、将来の移植治療を見据えたフィー
ダーフリー・ゼノフリーの培養方法で間葉系
幹細胞、歯および歯周組織の起源細胞である

歯原性上皮細胞/間葉細胞への誘導と、そこ
から歯周組織構成細胞への分化方法を構築
する。（２）マウスとコモンマーモセットの
歯周組織および骨欠損モデルを作製する。
（３） ②のモデルマウスに移植治療を行い、
マイクロ CT・MRI・発光イメージングを駆使
して組織再生様式を解析し、有効性と安全性
を評価する、の 3つであった。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト臨床応用が可能なレベルで安全性
が担保された治療用iPS細胞樹立方法の確立 
 京都大学 iPS 細胞研究所（CiRA）からヒト
iPS 細胞の供給を受けフィーダーフリー/ゼ
ノフリー条件下で安全性が確保されたiPS細
胞培養方法を確実に行える実験系を確立す
る。 
 
（２）歯原性上皮細胞・歯原性間葉細胞およ
び純化間葉系幹細胞の培養樹立方法の確立 
 歯および歯周組織を構成する細胞は頭頸
部神経堤細胞由来の歯原性上皮細胞と歯原
性間葉細胞である。しかしながら生体からこ
れらの細胞を同定あるいは分離することは、
その存在の有無や頻度を考えると、かなり困
難であることが考えられる。そこで分化への
万能性を有する（１）で樹立したヒト iPS 細
胞を利用し、これら歯原性細胞への分化誘導
法の確立を試みる。さらに申請者らがヒト骨
髄組織から同定した純化 MSCs も iPS から大
量に誘導し、歯周組織および骨欠損モデルへ
の移植治療の可能性を探る。 
 
（３）霊長類コモンマーモセットおよびマウ
スの歯・歯周組織・骨欠損病態モデルの作製 
 マウスを用いた歯・歯周組織欠損病態モデ
ルの作製や、それに対する組織幹細胞を利用
した移植研究はこれまでも数多く報告され
ている。しかし、マウスやラットは系統樹の
上でヒトと大きく離れているために病態モ
デルやヒト疾患治療モデルとして考えた場
合、げっ歯類の研究結果を霊長類ヒトに応用
するのはかなり飛躍がある。すなわち、治療
効果や安全性を検討するためにもヒトと同
じ霊長類を用いた細胞移植治療研究は必須
であると考えている。そこで公益財団法人実
験動物中央研究所と協力し、コモンマーモセ
ットにおける上顎骨・下顎骨・歯齢を含めた
歯・歯周組織の正常解剖を詳細に把握した後、
ヒト口腔疾患を模倣した歯・歯周組織・およ
び骨欠損モデルを作製する。移植細胞の動態
評価を行う上でレポーター遺伝子の導入も
考えていることから、マウスへのヒト細胞移
植実験も同時に計画した。 
 
（４）移植治療の安全性とマイクロ CT/発光
イメージングを用いた画像解析評価方法の
確立 
 ホタル由来の酵素であるルシフェラーゼ
の遺伝子をヒト培養細胞に導入すると、ルシ



フェリンのBioluminescent Imaging（BLI; 発
光イメージング）が可能である。また動物用
マイクロ CT も同時に利用し、発光量や CT 値
を用いることで治療移植細胞の評価が非侵
襲的かつ定量的に可能となる。すなわち生体
内における局在と動態、再生組織、あるいは
移植細胞の非腫瘍原性を評価する仕組みを
確立することを目指した。 
 
４．研究成果 
本研究ではヒト iPS 細胞を用いた組織再生
メカニズムを免疫組織学的手法と画像解析
によって明らかにし、安全・確実な歯周組織
iPS 細胞再生療法を確立することを目的とし
た。初年度の研究成果からフィーダーフリ
ー・ゼノフリーiPS 培養法から、歯周組織の
発生学的起源である神経堤細胞への誘導を
実現させた。この方法は iPS 細胞の一般的な
培養方法であるマウス支持細胞を使うこと
なく（フィーダーフリー培養）、かつ血清成
分も使用しないことから（ゼノフリー培養）
本課題の核となる培養技術である。その基盤
となる培養方法を初年度に確立し、安定した
技術に昇華できたことは本課題を進めてい
く上で大きな成果だった。2016 年度はマウス
の歯根膜組織には神経堤細胞が存在し、その
一部は間葉系幹細胞マーカーである PDGFRα
や CD44 が発現していることを確認した。こ
れは間葉系幹細胞の一部が神経堤にその由
来の一部を持つとする申請者らの過去の報
告とも一致している。そのため神経堤由来間
葉系幹細胞は歯周組織再生療法の有力な細
胞供給源になる可能性が示唆された。またヒ
ト iPS 細胞から神経堤細胞を介することで
LNGFR(+)/THY-1(+)細胞の誘導にも成功した
(Morikawa, Nakagawa et al., 
Differentiation, 2016)。LNGFR(+)/THY-1(+)
細胞は骨髄における間葉系幹細胞のマーカ
ーとして報告しているものである(Mabuchi, 
Morikawaa et al., Stem Cell Reports, 2013)。
2017 年度はこれらの細胞を実際の歯周病モ
デルマウスに移植するべく、その疾患モデル
マウスの作製とその評価を行った。これまで
の歯周病モデルは骨を削ることで骨欠損を
作製し、そこに移植材料を入れて評価すると
いうものが多かった。しかしながら細菌感染
症による骨破壊が歯周病の実態であるため、
申請者らは 2013 年に報告されたマウスの大
臼歯に絹糸を結紮することでバイオフィル
ムを蓄積させ、骨破壊を誘導するというきわ
めて臨床の歯周病に近い歯周病誘発モデル
の再現実験を行い、その技術的再現性を確認
している。また、炎症性骨破壊も H-E 染色で
確認できていることから、神経堤誘導間葉系
幹細胞の移植実験を行っている。 
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