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研究成果の概要（和文）：　ヒト歯肉線維芽細胞から遺伝子の挿入変異の影響が少ないエピソーマルベクターを用いて
iPS細胞を樹立することが可能となった．樹立したiPS細胞は増殖性，多能性においてES細胞と同様の能力を有する細胞
であることが示唆された．さらに樹立したiPS細胞から作製した間葉系幹細胞(MSC)様細胞は，MSCより増殖能力が高く
，MSC同様の分化能があるため，広域な組織再生医療のための重要なツールになると考えられる．

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) are considered a potential autologous therapy for 
tissue engineering. The available procedures for MSC　retrieval from patients are invasive, and their 
limited in vitro proliferation restricts their use in the treatment of damaged tissues. Therefore, it is 
important to establish an alternative and safe source of MSCs.
The objective of this study was to demonstrate induced pluripotent stem cell (iPSC) generation from a 
combination of an accessible source tissue and an integration-free method; we also attempted the 
differentiation of iPSCs into MSC-like cells (MSLCs) for future autologous tissue engineering.
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１．研究開始当初の背景 
 欠損補綴、顎顔面補綴においてはインプラ
ントによる形態、機能回復が拡大傾向にある。 
このような状況の中で治療経過を大きく左
右する要素として喪失した骨、軟組織をいか
にインプラント治療に適した環境に改善す
るかという点に着目されており、現在の骨補
填材に代わり、今後は細胞を用いた再生医療
による安全で確実な骨増生が望まれている。 
再生医療に用いる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。山中らは 2007 年ヒト
の線維芽細胞にごく少数の遺伝子を導入す
ることによって多能性幹細胞である iPS 細
胞を樹立した。iPS 細胞は従来の間葉系幹細
胞に比較して無限に増殖する長所を有して
おり顎顔面補綴のような大きな欠損を治療
するには適している。 
現在、歯科再生医療で行われている細胞治

療は骨髄間葉系幹細胞を採取し、骨芽細胞へ
と分化させ移植するという試みである。今後
は iPS 細胞においても期待される技術であ
る。しかし、現在の骨形成は凝集した間葉系
細胞が直接骨を形成する結合組織内骨化で
あり、広範囲に及ぶ骨欠損治療に対して優れ
た治療効果をもたらしているとは言い難い。
原因として、血管の乏しい欠損内および骨再
生担体内での低い生存率が上げられる。一方
で、低酸素耐性・血管新生能に富む肥大軟骨
は、間葉系幹細胞に代わる新たな骨再生治療
の細胞ソースとして期待されている。それゆ
え、顎顔面補綴のような大きな欠損では、肥
大軟骨により、まず軟骨の型が形成された後､
軟骨組織が骨に置き換わる内軟骨性骨化が
望ましい。 
骨髄間葉系幹細胞や脂肪肝細胞から軟骨

細胞への誘導法はすでに確立されている。一
方で、iPS 細胞から軟骨細胞への誘導技術に
ついての基礎研究は始まったばかりである。
さらに、間葉系幹細胞と異なり、無限に増殖
する iPS 細胞から肥大軟骨細胞を作製する
といった試みは行われていない。当然、ヒト
肥大軟骨細胞からin vivo 実験において骨形
成を行なう研究は、世界で始めての試みであ
る。 
 世界中で行われている iPS 研究成果を柔
軟に研究手法として取り入れるため iPS 細
胞をセルソースとした肥大軟骨細胞の作製
が可能であると信じている。また、免疫不全
ラットにおける肥大軟骨細胞移植実験では、
従来の間葉系細胞を移植し、直接骨を形成す
る結合組織内骨化とは骨再生のスピードや
骨質が異なることが予想される。我々はイヌ
の iPS 細胞を世界に先駆けて作製する技術
を開発した。本申請によってプロトコールが
確立すればイヌによる前臨床試験も可能と
なり、臨床への道も広がる。無限に増殖する
iPS 細胞による細胞移植治療が顎骨の再生
を促進すれば、顎顔面補綴治療のような大欠

損部への治療に新たなオプションを提供す
ることになり本課題は大きな意義がある。 
 
２．研究の目的 
研究開発当初の目的としては、iPS 細胞を

セルソースとした肥大軟骨細胞を作製し、骨
再生を行う目的であったが、大量の細胞数を
確保するためにはiPS細胞から間葉系幹細胞
を作成するほうが有利であると考えた。 
そこで、エピソーマルベクターを用いて初

期化因子である OCT3/4、SOX2、KLF4、L-MYC、
LIN28、p53-shRNA をエレクトロポレーション
法にて口腔粘膜由来線維芽細胞に導入し iPS
細胞を樹立する。in vivo 試験によって三胚
葉分化能を確認し、さらに、マトリゲル上で
iPS 細胞をフィーダーフリー条件下で培養し
iPS 細胞由来間葉系幹細胞（iPSMSLC）への誘
導を行う。 
さらに、iPSMSLC を骨芽細胞、脂肪細胞、

軟骨細胞へと分化誘導し、qRT-PCR、Flow 
Cytometry ならびに特殊染色法によって多分
化能を確認し、また、核型解析についても調
べることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）プラスミドベクターを用いた歯肉、口
蓋粘膜線維芽細胞からのヒトiPS細胞の樹立 
術後廃棄された歯肉および歯肉パンチを

用いて採取した口腔粘膜上皮から outgrowth
法によって線維芽細胞を培養する。その際、
ウイルスやマイコプラズマ汚染等について
検査する。この線維芽細胞にプラスミドベク
タ ー を 用 い て 4 つ の 初 期 化 因 子
（pCXLE-hOct3/4-shp53-F，pCXLE-hSox-Klf4，
pCXLE-L-Myc-Lin28）をエレクトロポレーシ
ョン法を用いて遺伝子導入する。線維芽細胞
に遺伝子導入後、マイトマイシン Cにて処理
した SNL フィーダー細胞および ES 細胞培地
を準備する。ES細胞培地は，0.1 mM-DMEM/F-12
に 20％KSR、2 mM L-グルタミン、1％NEAA、4 
ng/ mL b-FGF にて調整する。遺伝子導入した
線維芽細胞を ES 細胞培地の SNL フィーダー
細胞上に播種し、両部位から得られた iPS 細
胞の樹立効率を比較する。遺伝子導入後の線
維芽細胞のコロニー出現率を調べ、樹立効率
の高い iPS 細胞について同定し、動物実験に
用いる。iPS 細胞のコロニーを単離させて培
養した後、①形態②アルカリフォスファター
ゼ活性③ファックスによる細胞表面抗原の
同定④RT-PCR による遺伝子発現の解析⑤マ
イクロアレイ解析⑥ヌードマウスへの細胞
移植によるテラトーマ形成⑦メチル化解析
の 7項目から iPS 細胞の同定を行う。 
（2）歯肉 iPS 細胞からの iPSMPC の樹立の効
率化 
 歯 肉 iPS 細 胞 は mTeSR1 (Stemcell 
Technologies、Vancouver、 BC、Canada) の
培養液を用いてマトリゲル上で(GFRM; BD) 
フィーダ細胞無しで 3日間培養を行う。培養
液は 10% FBS を含む DMEM low glucose に 10 



ng/mL bFGF で 2 週間培養し、継代を行い、
ゼラチンコートシャーレに移し、同様の培養
液を用い培養を続ける。4継代で iPSMPC 様に
形態が変化する。すでに細胞播種密度、培養
液組成（血清品質、bFGF）、細胞外マトリッ
クス（ゼラチン、マトリゲル）が効率化に影
響することを明らかにしており、それら条件
を変化させることで歯肉 iPS 細胞からの
iPSMPC の樹立効率の最適化を行う。効率化は、
フローサイトメトリー解析にてMSC特異的マ
ーカーである CD44, CD73, CD90, および
CD105 の発現率ならびに内皮細胞および造血
幹細胞の CD34 および CD45 のマーカー、
SSEA-3 および TRA-1-60 のような多能性マー
カーが発現していないことから調べる。 
（3）iPSMPC の多分化能評価 
iPSMPC を骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞へ

と分化誘導し、qRT-PCR、Flow Cytometry な
らびに特殊染色法によって多分化能を確認
する。 
 

４．研究成果 
（1）プラスミドベクターを用いた歯肉、口
蓋粘膜線維芽細胞からのヒトiPS細胞の樹立 
エピソーマルベクターを用いて初期化因

子である OCT3/4、SOX2、KLF4、L-MYC、LIN28、
p53-shRNA をエレクトロポレーション法にて
口腔粘膜由来線維芽細胞に導入した。樹立し
た iPS 細胞は ES 細胞様の形態および増殖能
を示した。また，アルカリフォスファターゼ
染色、免疫染色および Flow Cytometry を用
いた細胞表面抗原解析においては ES 特異的
マーカー発現を確認した（図 1）。さらに、
qRT-PCR において導入したエピソーマルベク
ターのサイレンシングと未分化マーカーで
ある OCT3/4、NANOG、SOX2、KLF4、REX、TERT、
ESG1 の発現を確認した。胚様体形成試験なら
びに in vivo 試験によって三胚葉分化能を確
認し（図 2）、染色体解析では G-band 法およ
び M-FISH 法にて正常であった。さらに、上
記初期化因子に Glis1 を加えて iPS細胞の樹
立も 行い、初期化に要する時間が短くなる
ことを明らかにした。 

 
 
 

 

（2）歯肉 iPS 細胞からの iPSMPC の樹立の効
率化 
マトリゲル上でiPS細胞をフィーダーフリ

ー条件下で培養し iPSMSLC への誘導を行っ
たところ、間葉系幹細胞マーカーの発現を認
めた（図 3）。 

（3）iPSMSLC の多分化能評価 
iPSMSLC を骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞

へと分化誘導し、qRT-PCR、Flow Cytometry
ならびに特殊染色法によって多分化能を確
認できた。また、核型解析も正常であること
が確認できた（図 4）。 

 
 
 

図 2.in vivo 分化試験、（A）神経、(B)軟骨、(C)チ

ューブ様腸組織 

図 3. 間葉系幹細胞マーカーの発現（上）iPSMPC

（下）間葉系幹細胞 

図1.OCT4,NANOG, SSEA3，SSEA4，TRA1-60, 

TRA1-81 の発現 

図 4. iPSMPC の多分可能の確認。骨芽細胞、軟

骨細胞、脂肪細胞 
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