
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 24 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：イヌの線維芽細胞にイヌ OCT3/4、 SOX2、 KLF4、 c-MYC 遺伝子を導

入し、iPS細胞を作製した。p75、HNK-1の表面抗原を指標としてセルソーターにて神経堤細胞

を分離した。分離後の細胞は免疫染色にて評価した。さらに同細胞を骨芽細胞誘導培地で 14

日間培養した。免疫染色の結果、イヌ iPS細胞より神経堤細胞への誘導が確認された。さらに、

アルカリフォスファターゼ活性の上昇が認められたことから骨芽細胞様細胞に分化している可

能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We reported the generation of canine induced pluripotent stem cells 
by the transcription factors Oct3/4, Sox2, Klf4, and c-Myc into canine embryonic 
fibroblasts (CEFs). Canine iPS cells were cultured on MEFs under knockout serum 
replacement and neural stem cell serum free medium. Then, flow cytometry was performed 
on neural-like cells derived from canine iPS cells to sort for p75 and HNK1. Isolated 
neural crest (NC) cells were cultured in neural stem cell serum free medium containing 
osteoblast differentiation factor. NC cells isolated from neural-like cell were observed 
for differentiation based on p75 and HNK1 staining. ALP activity of NC cells was increased 
in the osteoblast-induction for 14 days, thus, NC cells might be differentiated to 
osteoblast-like cells. 
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１． 研究開始当初の背景 
再生医療は喪失した臓器や組織を新たに

作り出し機能させるものであり、歯周組織再
生技術の確立は将来の新しい歯周疾患の治
療法として期待されている。再生医療におい
ては再生組織をあらかじめ工業的に大量生
産して、必要時にいつでも利用可能にするに

は、培養系を用いた in vitro 組織再生が望
ましい。 
In vitro において特定の組織タイプの再

生が可能となれば、歯周疾患の治療法に変革
がもたらされるかもしれない。勿論、歯周組
織再生に対して最適な幹細胞ソースに関し
ては、多くの解明すべき問題点が残されてい
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るが、組織再生を目指した研究において、幹
細胞は鍵を握ると考えられる。 
人間の皮膚などの体細胞に、極少数の遺伝

子を導入し、数週間培養することによって、
様々な組織や臓器の細胞に分化する能力と
ほぼ無限に増殖する能力をもつ多能性幹細
胞に変化する。山中らはこの細胞を世界で初
め て 作 製 に 成 功 し 人 工 多 能 性 幹 細 胞 
(induced pluripotent stem cell：iPS細胞）
と名付けた。体細胞が多能性幹細胞に変わる
ことがリプログラミングである。わずか４つ
の遺伝子の操作でリプログラミングを起こ
させる山中らの技術は、再現性が高く、また
比較的容易であり、幹細胞研究において画期
的なものである。したがって、患者の体細胞
から iPS 細胞を作り、それを歯周組織の細胞
に分化させ細胞移植によって歯周組織治療
を行なうことも理論的には可能となった。 
しかし、今のところ iPS細胞から直接、歯

周組織の細胞に分化させる方法は確立して
いない。そこで、神経提細胞を経由して骨芽
細胞様細胞へと分化誘導することに着目し
た。神経堤細胞は神経板が陥入し、神経管を
形成する過程で、神経管愈合部より発生する
細胞集団であり、その特異性から第四の胚葉
とも呼ばれている。神経堤細胞は神経管から
離れるとすみやかに末梢に移動し、脊髄神経
節、知覚神経、副腎髄質、色素細胞などに分
化する。また、頭蓋顔面の硬組織の 90%以上
は頭部神経堤細胞に由来すると考えられて
いるため、そのような面からも iPS 細胞から
それらの細胞を分化誘導すればより効率的
に骨芽細胞様細胞が得られるのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
iPS 細胞の臨床応用には、長期間の観察に

よって、生体内での機能維持やがん細胞にな
らないことなどを確認することが欠かせな
い。特にビーグル犬は 10年以上生きるため、
再生骨組織の有効性や安全性を確かめるに
は、イヌを用いた臨床モデルは有用である．
すなわち、イヌでの細胞移植研究を通じ、そ
の in vivoでの機能性を解析し、喪失した歯
周組織の再生治療の基盤を確立することが
本研究の目的である。 
 
３． 研究の方法 
(1)イヌ iPS 細胞の作製 

ヒト iPS細胞の作製法をイヌに応用するた
めに部分的に改変、改良を行った。レトロウ
イルスベクターにイヌ OCT3/4、 SOX2、 KLF4、 
c-MYC 遺伝子をそれぞれクローニングした発
現ベクターを作製した。イヌの胎児の皮膚組
織から酵素法により線維芽細胞を単離した。
レトロウイルスの作製のためパッケージン
グ細胞として PLAT-GP 細胞を用い、上記それ

ぞれの遺伝子を導入した。そしてイヌの線維
芽細胞にレトロウイルスと化学阻害剤を加
え、感染 7日後に、マウス胎児線維芽細胞を
フィーダー細胞として再播種した。 
(2)イヌ神経提細胞への誘導 
21 日後に単離できたコロニーを回収した。

コロニーをフィーダー細胞に播種しコンフ
レントになった iPS 細胞を ES 培養用 D-MEM 
培養液に KnockOut Serum Replacement を加
えた無血清培地(KSR)ならびに無血清ヒト神
経幹細胞培養培地（NSC）に SB-431542 と
Noggin の 2 種類の添加剤を加えた培養液で
19 日間培養した。p75、 HNK-1 の表面抗原
を指標としてファックスセルソーターにて
神経幹細胞様細胞をソーティングした。ソー
ティングした
細胞は p75、
HNK-1 の蛍光
免疫染色にて
評価した。 
(3)イヌ骨芽
細胞様細胞へ
の誘導 
神経堤細胞

をアスコルビ
ン酸、デキサ
メタゾン、β
グリセロリン
酸ナトリウム
を含む骨芽細
胞誘導培地で
7、14日間培養
した。細胞を
破砕した抽出
物より ELISA
法 に よ っ て 
アルカリフォ
スファターゼ
（ALP）活性を
測定した。 
 
４．研究成果 
イヌ OCT3/4、 

SOX2、  KLF4、 
c-MYC 遺伝子を
導入した線維芽細胞は 21 日後に iPS 細胞に
特徴的な形態を示した（図 1）。さらに、
SB-431542と Nogginを含む無血清培養下でイ
ヌ iPS細胞を 2週間培養したところ神経幹細
胞様細胞の形態に変化した（図 2）。ファック
スセルソーターによって分離された神経提
細胞の代表的なイメージを図 3に示す。p75、 
HNK-1 の表面抗原を指標としてセルソーティ
ングを行なったところ両抗体に陽性であっ
た細胞は 1％であった。得られた神経提細胞
の p75、 HNK-1 の免疫染色を行なったとこ
ろ発現が認められた。 

図 1.イヌ胎児繊維芽
細胞から誘導したイ
ヌ iPS 細胞（Bar:100
μm） 

図 2.イヌ iPS 細胞か
ら誘導したイヌ神経
幹 細 胞 様 細 胞
（Bar:100μm） 



非誘導群と誘導群の ALP活性を図 4に示す。
骨芽細胞分化培地にて培養を行なったとこ
ろ誘導群で非誘導群に比較して有意に ALP活
性の上昇が認められた。 
 PS 細胞移植による歯周組織再生の研究も
始まっている。Duanら 1)はハイドロキシアパ
タイトコーティングした silk fibroin スキ
ャフォールドに iPS細胞を播種し、マウス骨
欠損部に移植したところ歯槽骨や歯根膜組
織の再生が促進したことを報告した。我々も
作製した神経提細胞から分化させた骨芽細
胞様細胞をアパタイト／コラーゲン複合ス
ポンジに播種し、イヌの下顎骨欠損モデルに
移植する実験計画を立案している。実験では、
分化誘導とセルソーティングによって iPS細
胞の多能性による奇形種形成を回避してい
るが、長期間の観察によって、がん細胞にな
らないことなどを確認することが欠かせな
い。中型動物を使用した本モデル研究が iPS
細胞を使用した細胞移植治療開発の一助と
なることを期待する。iPS 細胞による細胞移
植治療が歯周組織の再生を促進すれば、従来
の歯周疾患治療に新たなオプションを提供
することになり本研究は大きな意義がある。 
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