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研究成果の概要（和文）：　歯槽骨吸収は歯牙の喪失につながり、患者のQOLを著しく低下させる。骨吸収部に自己骨
芽細胞を移植できれば、歯槽骨を再生し歯牙喪失を回避出来る可能性がある。我々は最近、ヒト線維芽細胞にレトロウ
イルス・ベクターを用いて４つの転写因子の遺伝子を導入すると骨芽細胞を誘導できることを報告した。本研究ではこ
の技術をさらに発展させ、導入遺伝子が染色体に組み込まれてない骨芽細胞の樹立を試みた。
　その結果、プラスミド・ベクターを用いた遺伝子導入によりヒト線維芽細胞を骨芽細胞に誘導することに成功した。
導入遺伝子は染色体に組み込まれていなかった。本研究の成果は、安全で有効な新しい骨再生医療につながる可能性が
ある。

研究成果の概要（英文）： Alveolar bone resorption associated with advanced periodontitis causes tooth 
loss to remarkably reduce patients’ QOL. Transplantation of autologous osteoblasts into the alveolar 
bone legion may facilitate alveolar bone regeneration to prevent tooth loss. Recently we reported that 
human fibroblasts were directly reprogrammed into osteoblasts by transducing four transcription factor 
genes by means of retrovirus vectors. In this study, we improved this technology to obtain reprogrammed 
osteoblasts in which any transgene is not integrated into their chromosomes.
 As results, human fibroblasts were successfully converted into osteoblasts by transfecting genes by a 
plasmid vector. Transgenes were not integrated into the chromosome of the resultant cells. The present 
technology may lead to novel regenerative medicine for alveolar bone resorption.

研究分野： 再生歯科医学、骨免疫学、歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病は我が国の成人の 80%が罹患して
いるといわれ、歯周病の進行に伴う歯槽骨の
吸収は、歯牙を喪失する最も主要な原因とな
っている。患者由来の骨芽細胞を、歯槽骨の
吸収部位に移植すれば、歯牙の喪失を予防し、
患者のQOLおよびADLを著明に改善できる
可能性がある。現在自己骨芽細胞を作出する
方法としては、骨髄由来間葉系幹細胞から誘
導する方法があり、外傷や骨肉腫切除後の骨
欠損に対してはすでに臨床応用されている
が、細胞採取に伴って大きな侵襲があること、
得られる細胞の数が不十分であるなどの問
題がある。また iPS 細胞から誘導する方法も
考えられるが、未分化細胞の混入に伴う腫瘍
化の危険性が否定しにくい。 
 我々は最近、ヒト体細胞に Runx2、Osterix、
Oct4、L-myc の４遺伝子を導入し、骨芽細胞
へと直接誘導する技術（ダイレクト・リプロ
グラミング）を開発し報告した（Yamamoto 
et al., PNAS、2015）。しかしながら現状では、
レトロウイルス・ベクターを用いて遺伝子を
導入しているので、導入遺伝子が染色体に組
み込まれた骨芽細胞が得られる。そこで染色
体への遺伝子の組み込みがない骨芽細胞の
作出方法が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 
 レトロウイルス・ベクターを用いて上記の
４遺伝子を導入する代わりに、プラスミド・
ベクターを用いて、４遺伝子もしくはそれよ
り少ない数の遺伝子を導入する。このような
手法によって、染色体に導入遺伝子が組み込
まれていない骨芽細胞を、ヒト体細胞から直
接誘導することを目的とした。本研究の成果
は、歯槽骨吸収に対する画期的新治療技術を
提供する可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
1) 細胞：ヒト由来正常細胞を用いた。 
2) 遺伝子導入：遺伝子組換え実験は認可を受
けて行った。骨芽細胞の分化に関与する転写
因子等の遺伝子を組み込んだプラスミド・ベ
クターを構築した。これらを上記の細胞に導
入後、種々の条件で培養した。 
3) 染色：Alkaline phosphatase（ALP）染色、
Alizarin Red S 染色および von Kossa 染色を
定法のとおりに行った。 
4) 遺伝子発現解析：Real time RT-PCR で解
析した。 
5) 細胞移植：動物実験は認可を受けて行った。
免疫不全マウスの精巣皮膜下に、誘導した骨
芽細胞を移植した。 
6) 骨芽細胞の生着および石灰化基質形成の
評価：組織学的、免疫組織化学的評価にて行
った。 
 

 
４．研究成果 
 
1) プラスミド・ベクターによるヒト骨芽細
胞誘導 
 骨芽細胞の分化に関与する転写因子等の
遺伝子を組み込んだプラスミド・ベクターを
ヒト体細胞に導入し、誘導培地にて培養した
結果、ALP 陽性の細胞が誘導された。得られ
た細胞は、元の体細胞と比し、骨芽細胞特異
的遺伝子を強力に発現しており、骨関連タン
パクも発現するとともに、石灰化骨基質も産
生することが確認された（図 1）。また FBS
を含まないゼノフリーの培養でも同様の結
果を得られた。 

 
図 1：体細胞からプラスミド・ベクターで直
接誘導した骨芽細胞は、ALP 陽性で石灰化骨
基質を産生する。 
 
 得られた細胞から継時的に DNA を抽出し、
qPCR でプラスミド配列のコピー数を定量す
ると、培養に伴いコピー数は激減し、１細胞
あたり１コピー以下になった。したがって、
本法で得られた骨芽細胞の染色体には、導入
遺伝子は組み込まれていないことが明らか
となった。 
また、培地に加える血清として、ウシ胎仔血
清の換りにヒト血清を用いても、骨芽細胞は
誘導できた。 
 
２）誘導したヒト骨芽細胞の生体内石灰化骨
基質産生能および造腫瘍性の検討 
 上記の手法で誘導した骨芽細胞を、免疫不
全マウスの精巣被膜下に接種すると、接種部
位に石灰化沈着を認めた（図 2）。また石灰化
骨基質の周囲にヒト Runx2 陽性細胞を認め
た。一方、移植後長期間観察しても、テラト
ーマ形成は認めなかった。 



 
図 2：体細胞からプラスミド・ベクターで直
接誘導した骨芽細胞は、生体内でも骨基質を
産生する。 
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