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Abstract：In 2006, the iPS cells have come out in the world. When calling the "pluripotent stem 
cell" till then, it was an embryonic stem cell, but there were two issues that should be conquered on 
using an embryonic stem cell. One is an ethical problem and another is rejection. The "new hero 
iPS cell" showed overwhelming predominancy on these problems. By establishing innovative stem 
cell technology prior to the world, aiming at its utilization in regeneration medicine is advocated as 
an important research mission of the life science field in our country. In that meaning, the iPS cell 
development attracts much attention. 

However, we have still many problems to be solved, such as prevention of iPS cell-derived 
carcinogenesis, improvement of establishing efficiency of iPS cell, selection of iPS cell source from 
tissues, establishment of the differentiation inducing method, purifying method of induced cells from 
iPS cells and its improvement of the purity in induced cell fraction.

Here, I would like to summarize the contents of an educational lecture performed at the 39th Annual 
Meeting of Shikoku Society of Dental Research, and to describe the present status and perspectives 
about iPS cell-mediated regeneration medicine, especially the possibility and the subject of our 
research trial aimed at tooth regeneration.
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はじめに

　2006年に iPS細胞が颯爽と世に登場した。それまで“多
能性幹細胞”の主役の座は胚性幹細胞（ES細胞）であっ
たが，ES細胞には二つの克服すべき課題があった。一
つは倫理的問題，もう一つは移植拒絶である。これらの

問題で圧倒的な優位性をアピールしたのが“ニューヒー

ロー iPS細胞”である。革新的な幹細胞操作技術や治療
技術等を世界に先駆けて確立し，再生医療の実用化を目

指すことは，国の「ライフサイエンス分野の重点研究課

題」として提唱されている。その意味において iPS細胞
には大いに期待が集まっている。しかしながら，現実に

は，ガン化の防止，iPS化の効率向上，採取すべき細胞
の組織はどこにするか，さらには再生のための分化誘

導法の確立と分化後の純度向上や純化方法等，克服すべ

き課題もまだ多くあるのが実情である。本総説では，第

39回四国歯学会で行った教育講演内容である iPS細胞を
用いる再生療法の可能性と課題について整理し，私たち

の研究グループが目指している歯の再生へ向けた研究の

現状と課題について述べてみたい。

１．臓器としての歯の重要性

　平成元年（1989年）に80歳になっても自分の歯を20

基礎教育講演
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本以上残そうとする「8020運動」が厚生省（現・厚生

労働省）と日本歯科医師会によって提唱されてから，

22年が経つ 1）。それ以降，厚生労働省から公表されて

いる６年毎の歯科疾患実態調査結果によると，80歳か

ら84歳おいて20歯以上有する者の割合は，平成５年が

11.7％，平成11年が13.0％，平成17年が21.1％（歯残数
は約10本）と改善傾向にある 2）。

　歯のある生活は，単に食物の咀嚼・嚥下を通した栄養

補給にとどまらず，食事自体を楽しむこと，会話を楽し

むこと，さらには歯で噛むことが神経機能の賦活化を介

した認知症予防にも繋がるといわれている。つまり，私

たちの歯は生活の質（QOL）の維持・増進を通して，健
康長寿の延伸にはなくてはならない臓器の一つであると

言える。したがって，喪失歯の再建・再生は健康長寿に

関わる重要な課題である。

２．遺伝的プログラムによる歯の発生

　歯の発生（odontogenesis）には歯の形態（morphogenesis）
と歯数（dentition）の決定という歯の組織を規定する重
要な問題が含まれる 3）。さらに歯の組織構造の構築機

転として，エナメル質形成（amelogensis），象牙質形成
（dentinogenesis），セメント質形成（cementogenesis）が
ある。臓器としての歯は，発生過程で第一鰓弓部の歯芽

予定領域の一層の表皮細胞由来の口腔粘膜上皮が肥厚し

てくる歯堤肥厚期からはじまり，以後上皮細胞と神経

堤由来の間葉細胞との間の相互作用により，歯胚の形態

形成を進め，蕾期，帽状期，鐘状期と言う発生過程を踏

んで，歯冠部や歯根部を形成し，出生後，萌出して口腔

内に現れる。歯の種類は顎の位置情報であるホメオボッ

クス遺伝子や増殖因子などの発現パターンによって，切

歯，犬歯，小臼歯，大臼歯が規定されると考えられて

いる。例えば，外胚葉性の開始シグナル PITX2が上皮
細胞内に発現すると切歯側で BMP4，臼歯側で FGF8と
いった増殖因子が誘導され，それらが神経堤由来外胚葉

性間葉の切歯部でMSX1やMSX2を，臼歯側で BARX1
や DLX2を誘導し，これらの分子の濃度勾配の情報に基
づいて形態形成が進むと考えられている。現在までの研

究成果をまとめると，この歯の発生過程が遺伝子発現の

ダイナミックスの結果として捉えることができ，遺伝的

プログラムの進行に伴って key playerの発現動態が明ら
かにされてきている 4）。

　分子レベルでの歯の発生機序の解明は，歴史的には，

1969年 Kollarらによって，歯胚上皮と間葉組織の再構
成実験に遡る 5-7）。歯の発生過程において，歯堤肥厚期

では上皮が主導的な歯の誘導活性を担っており，それ以

降では間葉からの誘導によって歯の形成が進行すること

が示された。つまり，歯は毛，肺，腺と同様に，上皮間

葉相互作用によって形成されることを示した。次いで，

Vainioらは，歯芽予定領域の口腔粘膜上皮由来 BMP4が
神経堤由来間葉細胞におけるMSX1を誘導し，その結果

BMP4を誘導することで，この BMP4は再び，上皮細胞
に対してMSX2を誘導させるといった分子機構を明らか
にした 8）。さらに，Thesleff研究室のホームページでは
免疫組織化学的解析や in situ hybridization等の検討結果
が加わって，詳細な遺伝子発現パターンが公表されてい

る 9）。

　一方，種々の顎顔面領域の遺伝性疾患の研究からも，

歯の発生・分化に関連する種々の重要な遺伝子が見つ

かってきている（表１）。歯数に関する遺伝的な発生異

常の例としては，EDA遺伝子変異によって生じる無歯
症や Runx2遺伝子異常に伴う過剰歯が知られている 10）。

これらの遺伝性疾患の発症機序や責任遺伝子の解明は

治療方針の決定ための診断的意義に留まらず，歯の発生

プロセスを理解する上で貴重な情報を提供している。ま

た，ヒトの歯は一生のうちで乳歯から永久歯に交換可能

な二生歯性であるが，何回も交換可能な多生歯性の生物

もおり，そのメカニズムの解明は比較解剖学的見地から

歯の進化や再生を考える上でヒントを与えている 11）。

３．口腔粘膜からの iPS 細胞の作製

１）iPS細胞出現の経緯とその意義
　私たちの体は約60兆個の細胞から構成されており，

その細胞の種類は約200種類と言われている。これらは

すべてたった１個の受精卵が細胞分裂によってできたも

のである 12）。つまり，受精卵はあらゆる種類の細胞にな

る能力（万能性）を有していることを示している。受精

卵が卵割し，２細胞期胚，４細胞期胚，８細胞期胚，桑

実胚期を経て，受精後５日目頃に胚が着床する直前の

100個程度の細胞からなる胚盤胞という初期発生段階に

なり，この胚盤胞では細胞集団が子宮へ着床後，胎盤に

なる栄養外胚葉と将来の胎児になる部分の内部細胞塊に

分かれる。すべての体の組織はこの内部細胞塊から作ら

れる 13）。1981年，Evansらはマウスの胚盤胞からこの内
部細胞塊を取り出し，培養をして多能性を有する細胞株

を樹立した 14）。この細胞株が体を構成するすべての細胞

を作り出せることは，内部細胞塊を除いた毛色の違うマ

ウスの胚盤胞に移植することでキメラマウスを作り，さ

らにホモ個体を作成することで証明した。これが今日，

胚性幹細胞（ES細胞）と呼んでいるものである。1998
年には，ヒトの ES細胞が Thomsonらによって樹立さ
れた 15）。ES細胞は多能性を有することから，加齢，病
気，事故などの原因による臓器の機能低下や欠損を補う

再生医療への応用が注目され，多くの研究が報告されて

いる。しかしながら，ES細胞の作製において受精卵の
破壊を伴うことから，その倫理的側面や規制が ES細胞
の研究や臨床応用を進めていく上でジレンマになってい

る。

　その一方で，1997年，体細胞を ES細胞のような万能
細胞に初期化する仕組み（reprogramming）の解明の研
究成果として，英国 Roslin研究所のWilmutによって体
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細胞クローン「ドリー」の誕生が報告された 16）。これは，

成体羊の乳腺細胞由来の細胞核を未受精卵へ移植するこ

とによって哺乳類の分化した細胞の遺伝子でも細胞の初

期化をすることができることを示した点で画期的なもの

であった。

　2006年，山中らは ES細胞で発現する遺伝子の中か
ら初期化因子（山中ファクター；Oct3/4，Sox2，KLF4，
c-Myc）を同定し，マウス皮膚線維芽細胞にこの４因子
を導入して樹立した ES細胞に似た細胞を人工多能性幹
細胞（induced pluripotent stem cell）と名付けた 17）。翌年

にはヒト iPS細胞の樹立にも成功した 18）。この成功は，

iPS細胞作製の効率や腫瘍化の問題は解決される必要が
あるものの，倫理的制約や同種移植拒絶の問題をクリア

し，再生医療の実現に向けて大きく前進させることを期

待されている。最近のトピックスとしては，iPS細胞作
製時に使用する山中４因子のうちの c-Mycによる腫瘍
化が懸念されるリスクの回避について新たな進歩があっ

た。これまでは腫瘍化リスクを減らすために c-Mycを
用いない iPS細胞の作製法が用いられてたものの，作製
効率が格段と低下するという問題があった。山中らは，

Oct3/4や KLF4の代替因子の網羅的な探索から未受精卵
や受精卵で高発現している新規の初期化因子 Glis1を見
出し，それが iPS細胞作製において c-Mycを用いない
でも完全な初期化を高効率で誘導する優れた特徴を有す

ることを見出した 19）。このことは iPS細胞による腫瘍化
リスクを減らし，かつ不完全な初期化を減らせるという

iPS細胞作製方法にとって極めて大きな改善で，臨床応
用に向けてまた一歩着実に前進した。

２）口腔粘膜利用とそのメリット

　2008年の時点では，iPS細胞作製のための細胞ソース
として，体細胞では，皮膚線維芽細胞，表皮細胞，末梢

血，臍帯血などが，成体幹細胞では，脂肪幹細胞，神経

幹細胞，脱落乳歯由来幹細胞，歯髄幹細胞などが報告さ

れていた 20, 21）。また，iPS細胞の細胞ソースとしては，
細胞バンク化によって，臨床応用を目指す流れがある。

その根拠としては，移植拒絶を予防する観点から，日本

では約50種類の代表的な HLAの型の iPS細胞が準備で
きれば，国民の９割程度に適応できると報告されてい

る 22, 23）。いわば緊急症例に対応できるレディーメイドの

iPS細胞と言える。私たちの研究グループでは，歯学部
の強みを生かし，移植拒絶がなく，安全な iPS細胞を提
供できるように，患者自身の細胞を用いて，いわばオー

ダーメイドの iPS細胞（disease or patient specific iPS cell）
を作製しようと考えた。そこで，口腔粘膜を iPS細胞作
製のための細胞ソースとして用いることとした。口腔粘

膜は，体表皮膚のように角化していないことから，年齢

を問わず，視診にて粘膜の健康状態を簡単に評価できる

とともに，安全にかつ簡単に採取できること，創傷治癒

が皮膚に比べ早いこと，さらには創傷痕が残らないこと

などの特徴がある。また，口腔粘膜の線維芽細胞は神経

堤由来の外胚葉性間葉であることから，将来歯や顎骨な

どの再生に関しては，エピジェネティックメモリーなど

有利に働く可能性を検討できる余地があると考えた。こ

の点は最近の研究で実験的にも示されている 24, 25）。

３）口腔粘膜由来 iPS細胞の樹立
　ヒトの iPS細胞を作製するために，まず徳島大学の臨
床研究倫理審査委員会での承認を得た。さらに同委員会

で承認された手続きに基づいて，健常人ボランティアに

対してインフォームドコンセントで同意を得た後，図１

のように，口腔粘膜組織に直径５mm，厚さ１mm程度
のパンチバイオプシーを施行し，組織塊をシャーレに回

収した。ディスパーゼ処理後，図に示すように上皮部分

と間葉組織部分を分離し，それぞれの表面をシャーレに

接着させ，細胞を増殖させた。図２のような流れで，増

殖活性が高かった線維芽細胞を用いて，まずレンチウイ

ルスによってレトロウイルスレセプター発現ベクターを

導入し，次いで，レトロウイルスベクターに搭載した山

中４因子を導入した。４因子導入後２週間位から ES細
胞様コロニーが出現し，１ヶ月後には100程度まで増加

した。それぞれの細胞コロニー（クローン）を分離し

た後，４クローンについて未分化マーカー発現の確認

したところ，そのうちの１つのクローン（TiPS30）にお
いて導入した外因性４因子が良好にサイレンスされてい

ることを見出した。さらにこの TiPS30クローンについ
て，in vitroでの三胚葉への分化能，in vivo多分化能（免
疫不全マウス精巣内での奇形種形成能）を検討し，いず

れの評価でも良好な多分化能が確認された（図３）。こ

の時の iPS細胞作製効率は0.022％で，皮膚線維芽細胞
を用いた iPS細胞作製効率と同等であった 26）。その後，

別の２人の健常人から得た口腔粘膜線維芽細胞を用いた

表１　代表的な顎顔面領域の遺伝性疾患
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iPS作製実験でもほぼ同様な結果であった。ヒトの iPS
細胞では，規則上，キメラ形成能による多能性の評価が

できないが，最近マウスにおいてキメラ形成能と non-
codingRNAのひとつである Gtl2遺伝子の RNA発現レベ
ルとの間で高い相関性が報告された 27）。そこで，私たち

が樹立した iPS細胞をマイクロアレイ解析で遺伝子発現
を調べ，データベース上で比較分析したところ，３人の

健常人からそれぞれ得た iPS細胞３クローンにおいて，
多能性が報告されている ES細胞よりも Gtl2遺伝子はい
ずれも高い発現をしていることが分かった。Stadtfeltら
の報告によると，iPS細胞の Gtl2発現レベルはクローン
間でバラツキがあることが示されていることから，口腔

粘膜由来の iPS細胞の性質として注目している（第52
回歯科基礎医学会にて発表）28）。

４．歯の再生に役立つ知見とその解析ツール

　私たちの研究グループでは，歯の発生プロセスに基

づいて幹細胞から歯胚（tooth germ）を試験管内で作る
ことと，その歯胚を器官培養によって成熟させて，歯

肉下に移植し，歯を再建することを目指して研究を進

めている。そこで，私たちは解析材料として歯の全分

化段階が観察できるげっ歯類の切歯を利用している。図

４はラット下顎切歯の正中矢状断面図で，左端が根元

（apical bud），右端が先端（incisal end）である。Apical 

図１　口腔粘膜細胞の採取と増殖

図２　口腔粘膜細胞の iPS化
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endに存在する上皮組織幹細胞は分裂増殖（transient 
amplifying）しながら，presecretary， secretary，transition，
mature property，pigmentation，pigment release，post 
pigmentation，reducedの各時期を経て，最終的に細胞成
分は消失する。歯髄側では血管周囲の pericyteも間葉系
幹細胞のソースの一つとして考えられている。切歯で

の組織学的な観察とこれまでに報告されている歯の発生

プロセスの知見を踏まえ，現時点で歯の発生プロセスに

ついて図５のような作業仮説を考えている。そこで，歯

の発生プロセスを試験管内で再現させるためには，生

体内の発生過程で生じる歯原性上皮細胞でのシグナルカ

スケード，つまり Pitx2，Ctip2，Sp6といった一連の転
写因子のカスケードと間葉系細胞でのMsx1/2，Runx2，
Sp7のカスケードを順次駆動させることで，発生過程で
生じている上皮間葉相互作用を擬似的に誘導し，遺伝

子発現パターンを再構成し，石灰化現象を引き出すこ

図３　in vitro多能性評価

図４　げっ歯類の切歯正中矢状断像
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とができるのではないかと考えている。なお，図５の

Ctip2については Sp6遺伝子の上流因子としての報告が
ある 29）。

　この仮説の検証として，まず転写因子 Sp6に着目し
て，その遺伝子の発現パターンやその機能，標的遺伝

子について解析を行った。Sp6は転写 Spファミリーメ
ンバーの１つで，ドメイン構造には相互に似た特徴が

ある。Sp1-Sp4はアミノ末端側の転写調節領域が長いの
に対して，Sp6を含めて Sp5-Sp9は短い。さらに Sp6は
Sp5，Sp7とともにその転写調節領域にプロリン残基を
多く含んでいる。一方，カルボキシ末端側にはファミ

リー間で相同性の高い，３カ所の zinc finger domainを有
している。この Sp6についてはアメリカの NIHのグルー
プが2004年に最初に epiprofinという名前でその cDNA
クローニングとその mRNAが歯原性上皮と一部の象牙
芽細胞に発現していることを in situ hybridization法を用
いて解析した結果を報告している 30）。さらに2008年に

は同じアメリカの NIHのグループとベルギーのグルー
プがそれぞれ独自に Sp6ノックアウトマウスを作製し，
その表現型解析を報告している 31, 32）。歯の表現型は特徴

的なもので，野生型では生後３週目に切歯を認めるのに

対して，ノックアウトでは切歯の萌出が遅延しており，

生後12ヶ月ではエナメル質形成不全，過剰歯，咬頭形成

や歯根形成の異常を呈していた。歯以外では，無毛，合

指症，肺形成異常などの所見が認められた。歯の所見か

らは，Sp6が歯の発生・分化に必須の分子であることが
示唆されているものの，詳しい分子機構は未だ明らかに

はなっていなかった。

　そこで，私たちは Sp6タンパク質の発現を検出するた

めに，まず抗 SP6 抗体を作製し，それまで明らかになっ
ていなかったタンパク質の局在の同定から，解析を始め

た。図６はラット切歯における発現パターンを抗 SP6抗
体で免疫組織染色をした結果である 33）。Sp6タンパク質
はエナメル芽細胞では，presecretaryから secretaryの時
期まで主に核に局在していることが分かった。一部象

牙芽細胞にも発現が観察された。最近私たちは，in vitro
の Sp6 過剰発現系を構築し，特異的遺伝子ノックダウ
ン法と組み合わせることで，Sp6の標的遺伝子としてエ
ナメルタンパク質の一つであるアメロチン遺伝子を見

出した 34）。これは，歯の発生における Sp6とエナメル質
形成との直接的な関連を示した最初の発見であり，ノッ

クアウトマウスの表現型の発生メカニズムを説明する一

つの理由となり得る点で重要な知見と言える。これとは

別に，私たちは，Sp6が歯の発生・分化の遺伝的プログ
ラムを進行させるのに重要な BMPシグナルをネガティ
ブに調節するフォリスタチンの遺伝子発現を抑制するこ

とも見出した 33）。さらに Sp6トランスジェニックラット
を作製し，gain-of-functionの視点から Sp6の働きを検討
したところ，異所性 Sp6発現が maturation期における切
歯におけるエナメル芽細胞の形態学的分化の進行を阻害

し，かつ細胞質内に鉄の貯留を維持することでエナメル

表面への鉄色素沈着を抑制するという所見を得た 35）。こ

のことは Sp6が歯の発生・分化における役割のみならず，
鉄代謝制御という生理機能面で新たな役割があることを

示唆した点で意義があった。以上の研究結果から，転写

因子 Sp6の発現は時空間特異的に厳密に調節され，それ
によって発現した Sp6は歯の発生・分化に関わる分子群
の遺伝子発現をポジティブにもネガティブにも調節する

図５　歯の発生プロセスの想定図
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ことを通して，歯の発生・分化のタイミングを調節し，

形態学的および代謝機能的に制御を行っていることが明

らかになった。

　さて，歯胚を構成する歯原性上皮と外胚葉性間葉のそ

れぞれの細胞を iPS細胞や ES細胞などの幹細胞から誘
導する方法として，転写因子のカスケードを順次駆動す

ることは生体の発生過程で組織・細胞内で生じている事

象を再現し，形態学的変化や遺伝子発現の共通性を確認

することに他ならない。外胚葉性間葉細胞の分化誘導に

ついては，その元となる神経堤細胞が iPS細胞より誘導
する方法が最近報告されている 36）。したがって，現時点

では iPS細胞から歯原性上皮細胞を誘導する方法論の確
立にフォーカスが当たっている。

５．Biomaterials の活用

　組織再生には３要素が必要であると言われてい

る 37, 38）。臓器や組織を作るための「細胞」，細胞の働き

や分化を誘導するサイトカインなどの生理活性物質の

「シグナル」，細胞やシグナルの足場としての「細胞外基

質」である。細胞に関しては，iPS細胞，ES細胞，組
織幹細胞，骨髄細胞，間葉系幹細胞などの幹細胞がある。

これらのうち，現在は，特に間葉系幹細胞の利用が主流

である。シグナル分子としては，細胞増殖を促進したり

や分化誘導を促す Activin，BMP，TGF-β，FGF，PDGF
などのサイトカイン類がある。最近注目を集めているの

は，再生医療用に開発されている新たな材料群である。

カーボンナノチーブなどによる材料表面を加工した素材

により幹細胞の増殖や分化を制御できるものやシグナル

分子の徐放性 DDS素材など細胞との組合わせにより，再
生する臓器や組織の特性にあわせて利用や応用が可能と

なってきている 39）。

　したがって，iPS細胞を用いた歯の再生に関しては，
ⅰ） いかにして発生プロセスを再現するような培養環境
（細胞外基質）を用意して，エナメル芽細胞や象牙

図６Ａ　Sp6と Amelogeninのタンパク質発現

図６Ｂ　Sp6と Amelogeninのタンパク質発現（拡大）



66 四国歯誌　第 24巻第２号　2012 iPS細胞を用いた臨床応用の基礎と課題（野間） 67

芽細胞を誘導するのか，

ⅱ） 分化させたエナメル芽細胞や象牙芽細胞を用いて上
皮間葉相互作用（シグナル）をいかに再現して歯胚

培養系を構築するのか，

ⅲ （さらには，その歯胚培養系によって作製した培養

歯胚の移植と石灰化の促進（シグナルと細胞外基質）

をいかにして実施するのか，

ⅳ） 上記の分化誘導や歯胚培養系に利用可能な
biomaterialをいかに組み合わせるのか，

といった諸問題を解決しながら，患者自身のニーズに合

わせたオーダーメイドの歯胚作製と移植による歯の再建

のレシピを一つずつ作っていくことが求められている。

おわりに

　ヒトゲノム解明に引き続く生命現象の理解や病気のメ

カニズムの解明が進み，さらには iPS細胞の出現など再
生に必要な幹細胞操作技術の breakthroughによって，加
齢，病気や先天性の遺伝疾患あるいは事故などによっ

て喪失した臓器や組織の機能回復が可能である時代に

なってきた。実験上では生殖細胞の作製まで可能になっ

た 40）。このような研究の急速な進展下では，健康長寿の

意義を再考する必要もありそうだ。

　今後，私たちには作製した iPS細胞を用いた組織や臓
器の再生，疾患 iPS細胞を用いた病態解明と治療法の開
発といった問題が眼前にあり，臨床応用へ向けた取り

組みを着実に発展させていくことが必要である。最近注

目される研究成果として，常染色体性劣性遺伝病患者か

ら作製した iPS細胞をジンクフィンガーヌクレアーゼと
piggyBac技術によって，その病気の責任遺伝子の点変
異が傷痕を残さずに両アレルで修復できたという報告が

なされた 41）。この方法は患者自身の iPS細胞を用いるこ
とから，自家移植によって，治療する再生医療の対象に

なる。歯科領域においても，顎顔面領域遺伝性疾患の中

で単一遺伝子異常により生じる無歯症などは，歯の再生

において本法の適用になることが予想され，iPS細胞の
利用が多いに期待される。健康な生活歯が私たちの健康

長寿を支えてくれているのは間違いない。自分たち自身

の口腔ケアに気をつけながら，早く健康な生活歯を再建

できる方法を見出し，現実の医療に結びつけることで社

会の役に立ちたいところである。
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