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研究成果の概要（和文）：本研究において、良いiPS細胞を得るためのがん化を検討した。その結果、ヒト歯髄幹細胞
の細胞初期化直後の上皮系marker (E-cadherin)の発現増強(上皮間葉転換：EMT）とRLX4（TGFβのシグナル伝達に係わ
る因子）の発現が初期化に深く関与し、がん悪性形質獲得にも類する現象を見出した。また、TGFβ刺激下でiPS誘導を
行った所、有意な誘導効率の低下を観察し、DLX4はTGFβシグナルのsmad以外の経路で関与している可能性を得た。ま
た、がん細胞がiPS細胞に及ぼす影響を検討する過程において、培養液因子によりiPS細胞の誘導性に変化が生じる現象
を見い出した。

研究成果の概要（英文）：One of final purpose of this study is to establish the safety procedure of iPS 
cells avoiding the carcinogenesis. Our new knowledges from this study are as follows; In the high 
efficiency of iPS cells and the induction of high quality iPS cells from Dental Pulu Stem Cells (DPSC), 
enhancement of epithelial marker (E-cadherin), that is epithelial and mesenchymal translation, and 
enhancement of DLX4 expression (DLX4 is engaged in the TGF-β signal translation) play an important roles 
in the iPS cell induction efficiency avoiding malignant progression. Furthermore, we carried out the iPS 
cell induction under TGF-β stimulation. TGF-β stimulation significantly reduced the efficiency of iPS 
cell induction without the alternation of smad signals. During the analysis of cancer cell effects on the 
iPS cells, culture conditioned medium possibly affect the iPS cell nature itself including 
differentiation ability.

研究分野： 口腔外科

キーワード： iPS細胞　ヒト歯髄細胞
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１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞( Cancer Stem Cells: CSCs)は
1997 年に白血病で、その存在が証明された
後、多くのがんで報告され、頭頸部領域の扁
平上皮がん(SCC)も他の消化器癌と同様に、
CD44＋がん細胞がSCCのCSCsであるとの
報告もなされて来ている。これら CSCs は、
再発・転移・薬剤耐性に深く関与するとされ
注目されているが、表面マーカーによる
CSCs の識別を含め不明な点が残されている。
一方、再生医療の分野では iPS 細胞が開発さ
れ、細胞の分化が人為的に未分化に誘導され
ること（細胞初期化）が示されている。また、
誘導された iPS細胞の中にはがん化するもの
があり再生医療材料としての課題を投げ掛
けている。 2012 年になり、マウス iPS 細
胞から CSCs の誘導に成功したとの報告がな
された。即ち、マウス iPS 細胞を 4 種類のが
ん細胞株（Lewis lung carcinoma：LLC、
mouse embryonal carcinoma:P19、mouse 
melanoma:B16 、 mouse mammary 
carcinoma:MC.E12）の培養上清を添加し 4
週間培養後、ヌードマウスに移植したところ、
各々のがんの性質を有するがん組織の形成
が認められ、これらのがん組織から得られた
細胞は、浮遊培養で sphere を形成し（CSCs
の特徴の一つ）、in vivo で造腫瘍性・転移性
の獲得が示されている。この報告は、マウス
の系において「線維芽細胞から誘導された
iPS 細胞から CSCs が誘導された」ことを示
し、ヒト歯髄組織幹細胞(Dental Pulp Stem 
Cell: DPSC) から誘導される iPS細胞に於い
てもヒトOSCCのCSCsが誘導される可能性
を強く示唆していると考えられる。また、マ
ウス iPS細胞を凍結標本上で培養すると接す
る組織に類似した細胞に分化する現象も知
られる様になって来ているが、ヒト iPS 細胞
で同様の現象が観察されるか否か不明とな
っている。 
 
２．研究の目的 
 近年、幹細胞の性質を持ったがん細胞、即
ち、がん幹細胞（CSCs）の存在が報告され
注目を集めている。一方、再生医療の分野で
は iPS細胞が開発され研究展開されているが、
『がん化』の問題が生じている。2012 年に
マウスの系で、iPS 細胞にがん細胞株の培養
上清を加えて培養・移植した所、通常の奇形
種ではなく、培養したがん細胞に類似する腫
瘍形成が認められ、これが『がん幹細胞モデ
ル』になることが報告されている(Plos one)。
また、マウス iPS 細胞を凍結標本上で培養す
ると接する組織に類似した細胞に分化する
現象も知られて来ている。 我々もヒト歯髄
幹細胞(Dental Pulp Stem Cell: DPSC)から
の iPS細胞誘導効率促進およびがん化しない
iPS 細胞誘導を解析する過程に於いて、細胞
初期化直後の上皮系 marker (E-cadherin)の
発現増強(上皮間葉転換：EMT）と DLX4
（TGF-βのシグナル伝達に係わる因子：TGF

βは EMT に係わることが知られている）の
発現が初期化に深く関与し、がん悪性形質獲
得の解析にも応用可能な良い iPS細胞と悪い
iPS 細胞（がん化の可能性の高い形態的に不
整なコロニー形成 etc）の誘導に関与してい
る可能性を観察して来ている。  
 今回、各種ヒト口腔扁平上皮がん細胞
(OSCC)株の培養上清を iPS 細胞の誘導過
程・分化誘導過程に加え、iPS 細胞の『がん
化』を観察し、OSCC の CSCs モデルの作成
が可能か否かの検討を行う。また、これと伴
に、再生医療における克服すべき課題である
iPS 細胞の「がん化」を発がんの見地からあ
る種の「発がんモデル」と捉え、iPS 細胞の
がん化を避ける因子・方策とがん化を促進す
る因子・方策を検討し、「がん細胞」と「か
ん細胞」の境界も探る。さらに、TGF-β刺激
下での iPS 細胞誘導と TGF-β のシグナル伝
達様式の解析を行い DLX4 の果たしている
役割の一端を探る。 
 
３．研究の方法 
 ヒト DPSC を用い、山中４因子（DPSC は
c-Myc を除いても iPS 細胞が誘導されるが、
本研究では誘導されるiPS細胞ががん化し易
い状態とするために敢えて加えて行う）にて
細胞初期化を行い iPS 細胞を誘導する。その
後、上皮系細胞への分化誘導を行う。これら
の各過程においてヒト OSCC の培養上清（分
泌因子）を添加し、iPS 細胞の『がん化』に
及ぼす影響およびiPS細胞誘導後の上皮系細
胞への分化誘導過程で正常分化が阻害され
るか否かを in vitro、in vivo で解析する。
これと伴に、DPSC を細胞初期化した場合に不
良な iPS 細胞が誘導される割合の高い DPSC
とそうでない DPSC（これは細胞初期化され易
いものとそうでないものとも云える）におい
て、相関して発現されている DLX4 の消長と
を比較検討する。 
 
４．研究成果 
 再生医療の分野でiPS細胞が開発され研究
展開されているが、良い iPS 細胞と悪い iPS
細胞（がん化）の問題が生じている。本研究
の最終的な狙いの一つとして、良い iPS 細胞
を得るためにがん化を検討することにある。
その結果、ヒト歯髄幹細胞(Dental Pulp Stem 
Cell: DPSC)からの iPS 細胞誘導効率促進お
よびがん化しないiPS細胞誘導を解析する過
程に於いて、細胞初期化直後の上皮系 marker 
(E-cadherin)の発現増強(上皮間葉転換：
EMT）と RLX4（TGF-βのシグナル伝達に係わ
る因子：TGFβは EMT に係わることが知られ
ている）の発現が初期化に深く関与し、がん
悪性形質獲得にも類する現象を確認した。即
ち、iPS 細胞誘導効率を支配する新たな因子
(DLX4)は、高発現している細胞ないし強制発
現させると誘導効率が有意に向上し、良質化
（形態の整ったコロニーの出現）も得られる
ことが示された。 



下図（図１）は、低酸素条件（DPSC を iPS 細
胞化した場合に有意に誘導効率の上がる条
件）で発現増強の見られる遺伝子群（DNA 
array）の結果を示す。 
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上記の結果より、CDH-1 (E-Cadherin)に着目
し、iPS 細胞誘導溝効率と E-Cadherin 発現の
相関性を解析した所、図２の如く Hypo（低酸
素条件）で誘導効率の高かった群に於いて相
関して発現が高くなっていた。また、形成さ
れるコロニーも形状が安定した球形を呈す
る割合が有意に高くなっていた。このことは、
iPS 細胞誘導時において DPSC の上皮移行
（E-Cadherin の発現が増強されている状態）
が、DPSC の iPS 細胞移行（誘導）に於いて促
進的であり、かつ良質なコロニー（がん化の
可能性が低減されている iPS 細胞）を誘導し
ている可能性を示唆した。 
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また、iPS 誘導効率の高い cell line と悪い
cell line において、高い cell line で強く

発現している遺伝子をDNA array にて比較検
討した所、図３の如く DLX4 が close up され
た。 
 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
そこで、DLX4 を遺伝子導入し、iPS 細胞誘導
効率の変化を検討した所、下図（図４）の如
く誘導効率の有意な向上が観察された。また、
良質な iPS 細胞コロニーが形成されていた。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
結果は示していないが、この DLX4 はヒト歯
髄細胞のみならず広くiPS細胞研究に用いら
れているヒト皮膚線維芽細胞でも同様の作
用を示すことが示され、広く一般的な細胞の
iPS 細胞誘導に於いても重要な役割を担って
いる可能性を示唆していた（Science report 
2014)。 DLX4 は詳細について不明の部分も
多いが、上皮間葉転換に深く関わる TGFβの
シグナル伝達に関与することが示されて来
ている。そこで TGFβ刺激下で iPS 誘導を行
った所、有意な誘導効率の低下を観察した。
また、細胞間の smad シグナルを調べた限り
では、差はなく、DLX4 は TGFβシグナルの他
の経路に関与している可能性が示唆された
（投稿準備中）。また、がん細胞が iPS 細胞
に及ぼす影響を検討する過程において、培養
液因子によりiPS細胞の誘導性に変化が生じ
る現象も見い出した(PLoS One. 2014)。 
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