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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝性疾患の発症メカニズムを明らかにし、診断・治療法を確立するため、遺
伝性疾患(鎖骨頭蓋異形成症：CCD）患者由来iPS細胞をフィーダーレス無血清培養系にて樹立し機能解析を行い、疾患
モデル系を確立することで、発症メカニズムの解明および治療法の開発を行った。また、ヒトiPS細胞の未分化性およ
び多分化能を維持可能な無血清培養法の改良およびヒトiPS細胞誘導法の改善についても検討を行い、無血清培地にて
フィーダー細胞を用いず安定して維持可能な条件を確立した（YamasakiS, et al.PLoSONE2014;9:e87151）。

研究成果の概要（英文）：Human ESCs and iPSCs are commonly maintained on mouse feeder cells in medium suppl
emented with FBS or proprietary replacements. Use of culture media containing undefined or unknown compone
nts has limited the development of applications for pluripotent cells. Therefore we developed a serum-free
 medium hESF9. We have successfully generated hiPSCs with retroviral vectors or sendai virus vectors in se
rum- and feeder-free defined medium on fibronectin. As a result we successfully generated hiPSCs using hum
an dental pulp cells from cleidocranial dysplasia (CCD), moreover the cells retained pluripotency.
As this simple serum-free adherent monoculture system will allow us to elucidate the cell responses to gro
wth factors under defined conditions, and can eliminate the risk might be brought by undefined pathogens. 
In addition, CCD-iPSCs would be beneficial to clarify the molecular mechanism involved in the disease.
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１．研究開始当初の背景 
一般的にヒト胚性幹(Embryonic Stem:ES)
細胞や人工多能性幹 (induced pluripotent 
stem: iPS)細胞は、フィーダー細胞(支持細胞)
上で血清添加培地を用いて培養されている
が、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る。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 細胞の樹立お
よび培養を試みた。 
 
２．研究の目的 
現在、ヒト iPS 細胞や ES 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
ている。しかし、血清やフィーダー細胞はロ
ットによる不安定性や異種抗原・感染性因子
の混入等の問題があり、培養条件に不定要素
が多く、再生医療への応用は非常に危険であ
る。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
解明や治療法の確立が不十分な疾患も多い
ため、遺伝性疾患患者由来の iPS 細胞を、無
血清・無フィーダー培養系にて樹立すること
で、より安全な再生医療への臨床応用を実現
し、さらに詳細な発症メカニズムの解明およ
び治療法開発を行った。 
 
３．研究の方法 
① 無血清培養条件の改良 
本研究において無血清培地(hESF9)にてフィ
ーダー細胞を用いず樹立されたヒト iPS細胞
を長期間継代・維持し未分化性および多分化
能の検討を行う。長期間本無血清培地にて安
定して維持できるような条件を探索し、確立
を目指した。長期継代後の細胞における未分
化マーカー遺伝子および蛋白発現の確認、三
胚葉への分化誘導を行い RT-PCR や FACS、
酵素抗体法等を用いて特性解析を行った。ま
た、各種分化誘導因子を用いて特定の細胞系
列への分化誘導法を検討し、各分化誘導因子
の最適濃度を探索し、効率的な分化誘導法の
開発を検討した。なお、無血清培地にて樹立
したヒト iPS 細胞は、フィーダー細胞上で血
清添加培地を用いて誘導を行う従来の培養
方法で樹立した場合と比較し、コロニー選抜
の際に邪魔となる iPS細胞になりきらない細
胞が減少し、高品質な iPS 細胞を誘導可能で
あるため、樹立効率の改善も視野に入れて検

討を行った。 
② 鎖骨頭蓋異形成症(CCD)患者由来疾患特
異的 iPS細胞を用いた発症メカニズムおよび
原因究明 
CCD は Runx2 の変異により発症する常染色
体優性遺伝であり、顎顔面口腔領域を含めた
骨・軟骨分化に異常を認める疾患である。
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、樹立した疾患
特異的 iPS 細胞を用いて、標準化された培養
系にて比較検討を行い、骨・軟骨への分化誘
導を行った。また、健常人由来のヒト iPS 細
胞から同一条件にて分化誘導を行った場合
と比較検討することで、詳細な疾患病態解明
や治療法の開発への寄与を目指した。 
 
４．研究成果 
本研究では、遺伝性疾患の発症メカニズムを
明らかにし、その診断・治療法を確立するた
め、遺伝性疾患患者由来 iPS 細胞をフィーダ
ーレス無血清培養系にて樹立し機能解析を
行い、疾患モデル系を確立することで、発症
メカニズムの解明および治療法の開発を行
うことを目的としており、以下のとおり実施
した。 
ヒト iPS細胞の未分化性および多分化能を

維持可能な無血清培養法の改良およびヒト
iPS 細胞誘導法の改善について検討を行い、
無血清培地にてフィーダー細胞を用いず安
定して維持可能な条件を確立すると共に、継
代後の未分化能および多分化能を有するこ
とを確認した（Yamasaki S, et al. PLoS ONE 
2014; 9: e87151 にて報告）。 
さらに、樹立した鎖骨頭蓋異形成症(CCD)

患者由来疾患特異的 iPS 細胞を用い、骨・軟
骨細胞系列へ分化誘導を行い、健常人由来
iPS 細胞と比較検討を行った。無血清培地に
て樹立された CCD 患者由来疾患特異的 iPS
細胞において、未分化性および多分化能の検
討を行い、骨・軟骨への分化誘導時に健常人
由来 iPS細胞と比較して分化効率に差異があ
ることが明らかとなった。CCD の原因遺伝子
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り、CCD 患者由来細胞
では分化誘導時に Runx2 および Coll10A1 両
遺伝子発現の有意な発現低下を認めた。また、
試料提供を受けた CCD 患者は Runx2 
Exson3 のミスセンス変異を認めるため、
（R225Q、674G>A）を正常化する人工ヌク
レアーゼ（TALEN）の構築を行った。現在、
TALEN を用いて CCD-iPS 細胞のゲノム編集
行い、変異遺伝子配列を正常化した細胞の取
得を目指している。 
また本無血清培養系を用いて得られたヒ

ト iPS細胞はフィーダー細胞や血清添加培地



を用いることなく樹立可能であったが、同培
地を改良し、当初予定していたヒト iPS 細胞
樹立後の継代・維持に有利な添加因子の検討
を行い、長期間未分化能および多分化能を維
持可能な条件を確立した。また CCD 患者由
来疾患特異的 iPS細胞の変異遺伝子配列をタ
ーゲットとした遺伝子改変技術を用いてゲ
ノム編集を行い、変異遺伝子の正常化し、遺
伝子改変した iPS細胞を用いた発症メカニズ
ムの究明および治療法の開発研究について
検討を行う予定である。 
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