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研究成果の概要（和文）：　無血清培地hESF9およびSeVdpを用いて、健常人および種々の遺伝性顎顔面口腔疾患
患者由来末梢血リンパ球よりiPSCを樹立し、その細胞特性及び特定の細胞系列への分化能を無血清オーガノイド
体形成法などで評価する。また、SCIDマウス背部皮下でのiPSC由来teratomaにおける3胚葉への分化能および各
誘導組織像を比較検討する。次世代シークエンシング(NGS)で遺伝性疾患患者由来DNAの全ゲノム解析を行い、病
原変異遺伝子及びその他の変異を明らかにし、新たな遺伝性顎顔面口腔疾患の治療法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：iPSCs were established from peripheral lymphocytes of healthy subjects and 
patients with various inherited oral-maxillofacial diseases using serum-free medium hESF 9 and 
SeVdp, and their cellular characteristics and ability to differentiate into specific cell lineages 
were examined in serum-free organoid culture.  In addition, we compare the differentiation potential
 to 3 germ layers and the structure of each induction tissue in iPSC- derived teratoma in the dorsal
 back of SCID mouse. We conducted a full genome analysis of DNA from patients with genetic diseases 
by the next generation sequencing (NGS), clarified pathogenic mutant genes and other mutations, and 
aimed to develop a new treatment method for the genetic disease.

研究分野：外科系歯学

キーワード： 遺伝性顎顔面口腔疾患　疾患特異的iPS細胞　病原変異遺伝子　人工ヌクレアーゼ　ゲノム手術　無血清
培養　オーガノイド　von Recallinghausen病
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
  顎顔面口腔領域に病変を生じる遺伝性

疾患においては、その発症メカニズムの解明
や診断・治療法が十分に確立されていない。
そこで疾患患者由来人工多能性幹細胞
(hiPSC)を用いてこれら疾患研究をブレーク
スルーする必要が有る。一方、現在ヒト胚性
幹細胞(hESC)や hiPSC は、フィーダー細胞
(不活化マウス線維芽細胞などの支持細胞)上
で、血清添加培地で培養されているが、不安
定要素、異種抗原や血清中の未知蛋白の存在
のため、細胞増殖・分化制御機構や制御因子
を検討することは非常に困難である。また、
このような培養条件で研究を進めても、増殖
因子・分化誘導因子の機能を再現性よく明ら
かにすることは困難である。代表研究者は、
hESC の未分化性と多分化能をフィーダー細
胞を用いずに維持可能な無血清培地 ESF 及
び hESF9 培地を報告した (In Vitro:2008, 
PNAS, 欧米国際特許,国内特許)。また同培地
でmiPSCの長期培養(Int.J.Dev.Biol. 2013)、
同培養系でヒト線維芽細胞及び歯髄細胞
(DPC)にレトロウイルス(ReV)を用いて初期
化し hiPSC を誘導・長期培養に成功した
(PLoS One.2014,9(1):e87151)。しかし ReV
はゲノム DNA への挿入による、癌遺伝子活
性化や癌抑制遺伝子不活化リスクの可能性
が高いため、宿主細胞質で全生活環を行うゲ
ノム遺伝子挿入のないセンダイウイルスベ
クター(SeVsp)(産総研;中西真人博士より供
与)を用い、末梢単核球（PBMC）からの iPSC
誘導・長期培養に成功した。当研究室では、
センダイウイルスを用いたインテグレーシ
ョンフリー・フィーダーフリー・無血清培養
系を用いて、鎖骨頭蓋異形成症 (CCD) およ
びヌーナン症候群 (NS) 患者歯髄細胞由来
iPSC (CCD-iPSC, NS-iPSC) 、 ま た 、
Cowden症候群 (CS) 患者末梢血リンパ球由
来 iPSC (CS-iPSC) など、疾患特異的 iPSC
の樹立、維持に成功し、同細胞を用いた疾患
研究を行ってきた。CCD-iPSC, NS-iPSCで
は、形成された teratoma 内の軟骨組織にお
いて、疾患の特徴を反映した組織像が見られ
たことから、有用な病態モデルとなった。
CS-iPSC は、Pten 遺伝子変異が起因で起こ
るCowden症候群における過誤腫形成や発癌
機構を解明するためのモデル細胞として有
用性があり、Pten遺伝子の新規変異を同定す
るなど、Pten遺伝子変異に伴う発癌機構の解
明や予防に貢献できる研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
	 無血清培地 hESF9および SeVdpを用いて、
健常人および種々の遺伝性顎顔面口腔疾患
患者より iPSC を樹立し、その細胞特性及び
特定の細胞系列への分化能を無血清オーガ
ノイド体形成法などで評価する。また、SCID
マウス背部皮下での iPSC 由来 teratoma に
おける 3胚葉への分化能および各誘導組織像
を比較検討する。次世代シークエンサーで遺
伝性疾患患者由来 DNA の全ゲノム解析を行
い、病原変異遺伝子及びその他の変異を明ら
かにし、新たな遺伝性顎顔面口腔疾患の治療
法の開発を目指す。 
 
 

３．研究の方法 
Neurofibromatosis type I (NF1)(von 

Recklinghausen's disease)、神経線維腫症 1
型は、神経線維腫とカフェオレ斑を主徴候と
する疾患である。その後、その責任遺伝子が
17 番染色体長腕に位置 (17q11.2) する NF1
遺伝子であることが同定された。NF1の遺伝
子 産 物 ニ ュ ー ロ フ ィ ブ ロ ミ ン 
(Neurofibromin: NF)は、 健常人では Ras蛋
白の機能を制御して細胞増殖や細胞死を抑
制する、癌抑制遺伝子として機能しており、
NF1ではNF蛋白の機能不全が生じるため発
症すると考えられているが、その分子機構や
発症機構は不明な点が多い。一方、近年この
ような遺伝性疾患の発症機構を解明するた
めに、疾患特異的 iPSC を用いた研究の有用
性が注目されている。 
本研究者が開発した完全無血清培養系を

用いることで、iPSC の増殖・分化を正確に
評価するとともに、これらに関与する各種因
子を明らかにすることが可能となることか
ら、病態モデル樹立およびその解析に大変有
用であると考えられる。さらに、本培養系を
用いて NF1 に代表される多発性腫瘍疾患由
来 iPSC を樹立することは、ヒト疾患の病態
解明や疾患治療や発症予防だけではなく、体
細胞変異における発癌機構を解明する上で
極めて重要であると考えられる。 
本研究では、広島大学病院 顎・口腔外科

を受診し臨床的に NF1 と臨床診断されてい
た 2名の患者より、広島大学ヒトゲノム・遺
伝子解析研究倫理審査委員会にて承認を得
た研究計計画 (第ヒ-58 号) に基づいて遺伝
子診断および iPSC 樹立研究の同意を取得後、
得られた患者末梢血単核細胞  Peripheral 
Blood Mononuclear Cell: PBMC) から、フ
ィーダーフリー、インテグレーションフリー
および完全無血清培養系で NF1-iPSC を誘
導・樹立し、同細胞を用いて原因遺伝子の発
現解析や疾患研究を行うことを目指した。 

 
４．研究成果	
1. NF1特異的 iPSCの樹立 
 NF1 患者由来末梢血より単核球 (PBMC) 
を分離し、RD6Fに IL-2を添加した無血清培
地で培養することで細胞障害性活性化リン
パ球を誘導した。続いて、同リンパ球を初期
化 4遺伝子 (Klf4, Oct3/4, Sox2, c-Myc) を
搭載したセンダイウイルスベクターSeVdp 
(KOSM302L) を用いて初期化した。 
	 ALP 活性陽性コロニー数を計測し、105個
あたりの ALP 陽性コロニー数を誘導効率と
して算出した。コントロール群である
WT-iPSCの誘導効率は約0.05％であったが、
NF1- iPSCの誘導効率はNF1-1で約0.124％, 
NF1-2で約 0.088%を示し、WT-iPSCの誘導
効率と比較して有意に高いことが明らかと
なった。NF1-iPSCは、WT-iPSCと同様の未
分化コロニーの形態を示し、継代および長期
維持が可能であった。 

NF1-iPSC は Oct3/4, Nanog, および
SSEA3 蛋白などの未分化マーカーを発現し
ていたことから、未分化性を維持しているこ
とが明らかとなった。また、各種未分化マー
カー遺伝子の発現を RT-PCR 法にて解析し
た結果、誘導前の PBMC ではいずれの未分



化遺伝子も発現していなかったが、
NF1-iPSCでは、Oct3/4, Nanog, Sox2, およ
び Rex1 のすべての未分化マーカー遺伝子を
発現していた。続いて、胚様体形成を行い、
三胚葉への分化誘導を行い、分化多能性を検
討した結果、いずれの分化マーカー蛋白も発
現されていたことから、NF1-iPSCは in vitro
での三胚葉への分化多能性を有しているこ
とが明らかとなった。 

NF1-iPSC (NF1-1-iPSC, NF1-2-iPSC)
を免疫不全マウス背部皮下に移植すること
で腫瘍形成を認めた。腫瘍は神経、軟骨、消
化管など、外胚葉、中胚葉、内胚葉に由来す
る組織像を認めたことから、本腫瘍は
teratoma であることが明らかになり、いず
れの NF1-iPSCも、 in vivo においても三胚
葉への分化多能性を有していることが示さ
れた。 

 
2. NGS による先天性疾患関連遺伝子の網羅
的遺伝子変異解析 

NGS解析の結果、NF1-1および NF1-2で
は、神経線維腫 1型の原因遺伝子である NF1
遺伝子に 1 カ所ずつ変異が検出された。
NF1-1では exon18 に一塩基変異を検出され
た。これは 2034番目の塩基 Gの Aへの変異
であり(c.2034 G>A)、678番目のアミノ酸で
ある proline をコードするコドンであったが、
同じく prolineをコードする silent mutation
で (CCG→CCA)、NF1-1 ではアミノ酸を置
換する塩基配列の変異を検出できなかった。
NF1-2では exon40に一塩基変異が検出され
た(NCBI:SNP:rs137854552C>T)。これは、
5902 番目の塩基 C の T への変異であり
(c.5902C>T)、1968 番目のアミノ酸である 
arginine をコードするコドンが stop codon
にかわる nonsense mutation であることが
示唆された (CGA→TGA)。 また、NF1遺伝
子と同一の第 17 番染色体上に存在する腫瘍
関連遺伝子、TP53、BRCA1、ERBB2(HER2)、
TOP2A、STAT3 遺伝子の変異の有無を検討
したが、NF1-1 および NF1-2 ともに、これ
ら遺伝子群にアミノ酸置換を示唆する変異
は検出されなかった。 
   CEQer による CNA 解析および Droplet 
Digital PCR (ddPCR) 法を用いた染色体コ
ピー数の解析より、NF1-1 では NF1 遺伝子
が欠失している可能性が示された。 

NF1-2-PBMC において NGS で明らかと
なった変異と同一の変異がサンガー法でも
確認された。この変異 (c.5902C>T) により、
1968番目の arginineをコードする塩基配列
CCG が CCA に変化することで stop codon
が生じ、NF1蛋白の C末端部 (1968～2801) 
が翻訳されずにトランケートされている可
能性が示唆された。また、mRNAにおいても
同様の結果を得たことから、メッセンジャー
レベルでもゲノム上の変異が継承されてい
ることがわかった。 
 
3. 蛍光免疫染色法を用いた神経分化 WT お
よび NF1-iPSC における神経分化マーカー
の発現検討 
神経分化誘導 10 日目の WT および

NF1-iPSCを NF1と S100抗体で染色し、共
焦点顕微鏡像を用いて観察した結果、NF1蛋

白発現は、WTおよび NF1-iPSCのいずれも
陽性を示し、両者の間に差異は認めなかった。
一方、S100発現はWT-iPSCでは弱陽性であ
ったが、NF1-1および NF1-2-iPSCでは、と
もに強陽性を示した。 
神経分化誘導 21日目の各細胞では、いず

れの細胞においても神経分化マーカーであ
る Nestinを強発現していたが、Pax6の発現
は認めなかった。一方、神経分化誘導 21 日
目の各細胞におけるNF1とS100の発現を検
討すると、誘導 10 日目においては、
NF1-iPSC は S100 を強発現していたが、誘
導 21 日目では、WT、および NF1-iPSC と
もに S100の発現は低下、NF1蛋白の発現は
いずれも陽性で、差異は認めなかった。 

 
４．神経分化WTおよび NF1-iPSCにおける
Ras/MAPシグナルの検討 

WT-iPSCでは、時間の経過とともに ERK
のリン酸化レベルは低下したが、NF1-1、
NF1-2-iPSC ともに、1 時間後もリン酸化レ
ベルが維持されていた。 
 
５．完全無血清培養条件下での NF1-iPSCの
軟骨・骨分化誘導 
1) 完全無血清培養条件下での iPSC からの
MSCへの誘導効率および軟骨・骨分化誘導 

WT および NF1-iPSC から誘導した MSC
の 80%以上は、フローサイトメトリー解析に
て、間葉系幹細胞マーカーである CD73、
CD90, および CD105抗体全てに陽性を示し
たことから、WTおよびNF1-iPSC間でMSC
への誘導効率に差はないことが明らかとな
った。また、ペレット培養で誘導した軟骨組
織は PAS / Alcian blue 染色で陽性を示し
た 。 
2) 免疫不全マウスを用いた軟骨・骨形成およ
びその組織学的検討 
 (1) 免 疫 不 全 マ ウ ス 背 部 皮 下 へ の
NF1-iPSC由来軟骨ペレットの移植による骨
分化誘導 

WT-iPSC 由来軟骨ペレットの大きさ
(直径)は、移植前の 4.8 ㎜から 6.3 ㎜に、 
NF1-1 iPSC 由来軟骨では 2.5㎜から 4.8㎜
に、 NF1-2-1 iPSC 由来軟骨組織では 1.8㎜
から 2.5㎜に、それぞれ増大していた。 
 (2) PAS / Alcian blue 染 色 お よ び
SafraninO染色 

SCID マウス背部皮下で誘導された軟
骨・骨組織を、脱灰後、PAS/ Alcian blue 染
色および SafraninO染色し、組織学的に比較
検討したところ、NF1-1 iPSC 由来軟骨組織
ではWT-iPSC 由来軟骨組織と同様に骨梁が
観察され骨分化が進行していることが明ら
かとなった。一方、NF1-2 iPSC 由来軟骨組
織では大部分の組織は SafraninO 陽性の軟
骨組織からなっており、骨への分化は遅延し
ていた。 

 
６．STR解析 
各 NF1-iPSC 由 来 DNA お よ び 各

NF1-iPSC軟骨・骨組織由来 DNAの STR解
析を行った結果、16の locusがすべて一致し
たことから、SCID マウス背部皮下で誘導さ
れた軟骨・骨組織は誘導前の NF1-iPSC由来
であることが確認された。 



考察 
本研究では、Neurofibromatosis type I 

(NF1) (von Recklinghausen's disease, 神経
線維腫 1 型)の臨床診断を受けていた患者 2
名の末梢血リンパ球よりフィーダー細胞フ
リー、ウイルスインテグレーションフリーお
よび完全無血清培養系で、同症候群特異的
iPSC (NF1-iPSC)を樹立し、その細胞特性を
検討するとともに、NGSおよび ddPCRを用
いて詳細な遺伝子解析を行い、その病因の一
端を明らかにした。 

NF1-1 においては、NGS 解析の結果アミ
ノ酸置換などを示唆する変異を検出できな
かったため、NF1-1 の全染色体の CEQerに
よる CNA解析を行った。その結果、17番染
色体上の NF1遺伝子領域の CNAが、コント
ロールのそれと比較して約 60％減少してい
たことより、NF1-の染色体上の NF1遺伝子
領域が広範囲に欠失している可能性が示唆
された。また、PBMCでも iPSCでも同様の
結果を得たことから、患者の遺伝子異常が
iPSCに反映されることも示された。さらに、
NF1 mRNAの発現量および NF蛋白の発現
も、コントロールと比較して半減していたこ
とから、NF1-1 の発症原因は、17 番染色体
上の NF1 遺伝子領域の広範な欠失による、
NF1 遺伝子の haploinsufficiency (ハプロ不
全)である可能性が示唆された。 

NF1-2では、NGSの結果、NF1遺伝子の
exon 40にヘテロの一塩基変異が存在するこ
とが明らかとなった。NGS で変異が明らか
となった領域をサンガーシークエンス法で
さらに解析した結果、mRNAレベルにおいて
も同一の変異が検出され、変異アレルが転写
されていることが示された。同変異により、
NF1蛋白の 1968番目のアミノ酸をコードす
るコドンが stop codon に変化することが示
唆された。また、ddPCR 解析で、NF1-2 の
NF1 mRNA発現量は健常人と比較して差が
なかった。しかし、NF1-2の NF蛋白の発現
量は健常人と比べ半減していていたことか
ら 、 NF1-2 の 病 因 も NF1 遺 伝 子 の
haploinsufficiency (ハプロ不全) に起因して
いる可能性が強く示唆された。 
	 神経分化誘導実験において、蛍光免疫染色
で神経分化マーカーである S100 蛋白が
WT-iPSC が弱陽性であったのに対し、
NF1-iPSC は神経分化早期に強陽性で、
NF1-iPSC は WT-iPSC と比較して神経分化
が早いことが示唆され、本疾患の症状である
神経線維腫やカフェオレ斑、前述した染色体
の不安定化などに関連し得ることも示唆さ
れた。また、NF1-1は神経線維腫を多数発症
しており、NF1-2は脳病変を発症しているこ
とから、S100 蛋白が神経分化初期にコント
ロールと比べて早期に強陽性を示したこと
は、神経線維腫や脳病変の発症機序の一端を
現している可能性もあり、本 iPSC は NF1
の病態モデルになる可能性が考えられた。 
本研究では、NF1-iPSC からまず MSC を

誘導し、さらにMSCから in vitroおよび in 
vivoで、軟骨・骨組織を誘導した。WTおよ
び NF1-iPSCから誘導されたMSCは、MSC
マーカーである CD73、CD90、CD105陽性
細胞がいずれも約 80％を占めたことから、両
iPSC 間で MSC への分化誘導能には差がな

いことが明らかとなった。このことは、NF1-1
は 15歳時、NF1-2は 24歳時、いずれも身体
の急速な成長を示す思春期以降に発症・診断
されたことから、NF1遺伝子異常が存在して
も、発生時の個体成長や生存を脅かすような
異常を起こさないことを裏付けていると考
えられた。軟骨・骨分化誘導により分化した
軟骨組織を組織学的に比較検討したところ、
NF1-1-iPSC では WT-iPSC と同様に骨梁が
観察され、軟骨組織の骨への内軟骨性化骨が
進行していることが分かった。一方、
NF1-2-iPS では大部分の組織は SafraninO
陽性の軟骨組織からなり、軟骨から骨への軟
骨性骨化は遅延していた。臨床症状の違いを
NF1-iPSCを用いて再現可能であることが示
された。したがって、同じ NF1 と臨床診断
されながら臨床症状や経過が大きく異なっ
ているのは、NF1の変異の質的差異を反映し
ている可能性が示唆された。 
以上、本研究では、疾患特異的 iPSC は罹

患組織へ分化誘導することで、病態モデルと
しての可能性を見出した。 
本疾患は遺伝子疾患の中では比較的発症

率が高く、以前は主徴候である神経線維腫、
および、カフェオレ斑が主に研究の対象とさ
れていたが、最近では、本疾患の半数で学習
障害、注意欠陥多動性障害や脳神経病変が見
られることが報告されている。また、骨病変
についても、骨欠損だけではなく骨吸収に関
する報告も見られ、本疾患の全面的な病態の
解明や根本的な治療薬の開発が大きな課題
である。 

NF1遺伝子によって制御される Ras/MAP
シグナルは、種々の増殖因子により制御され
ることが知られていることから、成分や組成
が不確定な血清やフィーダー細胞を用いた
培養条件では、iPSCにおける Ras/MAPシグ
ナルの正確な検討は不可能である。本研究で
樹立した本疾患特異的 NF1-iPSC が大きく
研究に貢献できる可能性を示唆した。さらに、
本研究では神経と骨・軟骨組織の分化誘導に
成功しており、本疾患特異的 NF1-iPSCから
特徴的な症状を示す臓器や組織に分化させ
ることで、生体を模倣した本疾患の表現型を
再現できており、臨床応用を視野にいれた研
究の可能性も考えられた。 
以上、フィーダーフリー、インテグレーシ

ョンフリー完全無血清培養系で 2 名の NF1
患者から、NF1特異的-iPSCの樹立に成功し
た。NF1-iPSCを用いた検討から、その高い
神経分化能や軟骨・骨分化異常が明らかとな
るとともに、2 症例における遺伝子変異は質
的には異なるものの、いずれも NF1 の
haploinsufficiency (ハプロ不全)が生じ、発症
していることが強く示唆された。本疾患特異
的 NF1-iPSCを用いることで、本疾患の的確
な病態解明や治療法の開発研究が可能とな
ると考えられた。 
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