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研究成果の概要（和文）：本研究では顎口腔顔面領域に異常をきたす各種遺伝性疾患の発症メカニズムを明らか
にし、診断・治療法を開発するため、フィーダーレス無血清培養系にて鎖骨頭蓋異形成症(CCD)、Noonan症候
群、Neurofibromatosis typeⅠ、基底細胞母斑症候群、Cowden症候群患者より各種疾患特異的iPS細胞を樹立し
特性解析を行うと共に、NGSを用いた網羅的遺伝子解析にて新規変異を報告した。なかでもCCD-および
Noonan-iPS細胞では、軟骨分化誘導時に患者の病態を反映した成熟異常を認めたことから、本疾患特異的iPS細
胞を用いて機能解析を行うことで、さらなる病態解明への有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have demonstrated the generation of the disease-specific 
human iPSCs from oral and maxillofacial disease in completely serum-, feeder-, and integration-free 
culture. We have successfully generated iPSCs from PBMCs of CCD-iPSCs, Noonan syndrome, 
Neurofibromatosis type I, Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome and Cowden syndrome patients in 
integration-, feeder cell-, and serum-free defined culture. In CCD- and Noonan-iPSCs, there were 
difference in cartilageous elements between wild type and CCD and Noonan iPSCs in chondrogenesis. 
This difference observed was similar to those symptoms of these patients. Using these 
disease-specific iPSCs would provide a powerful platform for examining the pathophysiology of 
relevant diseases at the cellular and molecular levels and for developing new drugs and therapeutic 
regimens.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト幹細胞（ES/iPS細胞）は、フィーダー
細胞上で血清添加培地を用いて培養される
ことが多く、不安定要素や異種抗原、未知の
感染性因子の混入等の問題もあるため、細胞
増殖・分化制御機構やその制御因子を比較検
討することは非常に困難であった。このよう
な培養条件下で培養されたヒト幹細胞では、
増殖因子・分化誘導因子の機能を比較するこ
とが困難であり、臨床応用の面では安全性が
問題となる。そこで、組成の明らかな培養条
件の確立および安全性の向上のため、動物由
来成分や代替血清などを含まず、全組成が明
らかな無血清培地を用いて、ヒト iPS細胞の
樹立し、それら細胞を用いて機能解析を試み
た。 
また,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.
したがって,遺伝性疾患患者由来細胞から無
血清培地を用いてフィーダー細胞を使用せ
ず iPS細胞を樹立・維持し,分化実験を行うこ
とで,詳細な発症メカニズムの解明および診
断・治療法の開発を行うとともに,安全な臨床
応用の実現を目指して検討を行った. 
 
２．研究の目的 
動物由来成分や代替血清などを含まず、全
組成が明らかな無血清培養条件を用いて、フ
ィーダー細胞を使用せずヒト iPS細胞の誘導
および維持を試みるとともに、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
いない顎顔面口腔領域の遺伝性疾患患者よ
りヒト iPS細胞を誘導し、同疾患特異的 iPS
細胞を用いてその詳細な発症メカニズムの
解明および診断・治療法の開発を行うことを
目指した。 
 
３．研究の方法 
これまで開発してきたインテグレーショ
ンフリー・フィーダー細胞フリー・無血清培
養条件にて顎口腔顔面領域の遺伝子疾患特
異的ヒトiPS細胞樹立システムをさらに効率
化して、疾患感受性細胞への分化誘導を行い、
病態詳細の解明や治療法の開発を行う。また、
現在解析中である鎖骨頭蓋異形成症(CCD)、
Noonan 症候群、Cowden 症候群などの疾患特
異的iPS細胞を用いて変異配列の領域が及ぼ
す機能的異常に関する解析を行い各種疾患
の発症メカニズムの解明ならびに詳細な機
能解析を行った。 
 
４．研究成果 
①～インテグレーションフリー・フィーダー
細胞フリー・無血清培養条件での疾患特異的
ヒト iPS 細胞誘導および幹細胞バンク化～ 
動物由来成分や代替血清などを含まず、全
組成が明らかな無血清培地(hESF9)を基本培
地として、フィーダー細胞および血清成分を
使用せず、我々の開発した無血清培地

(hESF9)を用いて、ヒト iPS 細胞の未分化性
と多分化能を維持可能な無血清培養系を確
立し、同培養系を用いて、ゲノム DNA への遺
伝子挿入がなく、ウイルスの確実除去が可能
なセンダイウイルスベクターを使用し、完全
無血清培養系にてヒトiPS細胞の誘導が可能
となった。また同ベクターは初期化 4遺伝子
が同一ベクター上に搭載されているため、誘
導効率が安定しており、質の高い iPS 細胞を
高効率で誘導可能となった。そこで本培養系
を用いて鎖骨頭蓋異形成症（CCD）由来 iPS
細胞を誘導し、樹立維持に成功した
(Yamasaki S.et al. InVitroDevBiol 2016)。
センダイウイルスを使用することで、ゲノム
DNA へウイルス由来遺伝子挿入がなく、腫瘍
化の原因と成り得ない安全なヒトiPS細胞の
樹立が可能となり、さらに無血清培養系にお
いて動物由来蛋白を含まず、感染症等の恐れ
のない安全で高品質のヒトiPS細胞の供給が
可能となった。 
なお、本無血清培養系にて、フィーダー細
胞を用いず Noonan 症候群、Cowden 症候群、
基底細胞母斑症候群、Neurofibromatosis 
type I (NF1)等の各患者複数名から疾患特異
的ヒト iPS 細胞を誘導することに成功した。
これら樹立した細胞はGMPに準拠した細胞培
養センター(CPC)と自動細胞凍結保存システ
ムに保存しバンキングを行っている。 
 
②～無血清培養系にて樹立した各種疾患特
異的iPS細胞を用いた特性解析および病態解
明、次世代シークエンサーを用いた疾患関連
遺伝子解析～ 
 
＜鎖骨頭蓋異形成症（CCD）iPS 細胞を用いた
発症メカニズムおよび原因究明＞ 
本疾患の原因遺伝子産物Runx2は軟骨細胞分
化、破骨細胞分化、歯の発生に重要な因子で
あるため、樹立した複数例のCCD患者由来iPS
細胞を用いて、骨・軟骨細胞系列への分化誘
導を行い、健常人由来 iPS 細胞と各種分化マ
ーカー等を用い検討を行った。また、
CCD-hiPSC 由来の teratoma では、健常人由来
hiPSC の teratoma と比較し、軟骨基質が少な
く、類円形の凝縮した軟骨細胞が観察され、
本変異を有する CCDでは Runx2 タンパクの機
能が障害され、膜性骨化、内軟骨性骨化に障
害が生じ、縫合の閉鎖不全や鎖骨の形成異常
などを引き起こされたものと考察された。 
 
＜Cowden 症候群 iPS 細胞を用いた解析＞ 
Cowden 症候群は原因遺伝子として PTEN 遺伝
子に変異を認める遺伝性疾患である。特徴的
な皮膚病変を有し、口腔粘膜を含めた全消化
管に過誤腫性ポリポーシスを生じる。また、
多臓器に腫瘍性病変を合併することが多く、
癌抑制遺伝子である PTEN が欠損すると PIP3
の産生亢進が進み主に下流のAktが活性化さ
れることで細胞死抵抗性となり、多くの悪性
腫瘍においてPTENの変異が認められている。



Cowden 症候群との臨床診断を得た患者から
血球を採取し次世代シークエンサーを用い
て網羅的遺伝子解析を行い、原因遺伝子 Pten
の新規変異を同定した。同細胞を用いた研究
から、本変異における Pten 遺伝子発現の低
下の原因を明らかとなり、Pten/PTEN ハプロ
不全によって本疾患が発症していることが
示唆された。フィーダーフリー・インテグレ
ーションフリー・完全無血清培養系を用いた
Cowden症候群由来iPSC細胞の研究は、Cowden
症候群の病態のさらなる解明や治療法の開
発のみならず、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と考えられた。 
 
＜Neurofibromatosis type I (NF1)患者由来
iPS 細胞を用いた解析＞ 
Neurofibromatosis type I (NF1)、神経線維
腫症Ⅰ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。責任遺伝子が NF1
遺伝子であり、そ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。NF1 と臨床
診断された 2名の患者地由来組織より、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。 
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