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研究成果の概要（和文）：本研究においてヒト幹細胞の未分化性と多分化能を維持可能なフィーダーレス完全無血清培
地を開発し、センダイウイルスSeVdpを用い、ウイルスインテグレーションフリー培養系にてヒトiPS細胞の樹立・維持
に成功した。本成果をもとに口腔顎顔面領域に異常をきたす各種遺伝子疾患特異的ヒトiPS細胞を樹立し、疾患モデル
を作成した。なかでも、鎖骨頭蓋異形成症患者由来ヒトiPS細胞を用い、ゲノム編集技術にて得られた遺伝子変異の正
常化株を用いて機能解析を行い発症メカニズムの解明や医療分野への応用を目指した。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cells hold great promise for their practical and 
scientific potentials. To improve understanding of self-renewal and differentiation, we could generate 
and maintain human iPSCs in serum- and feeder-free culture conditions using retroviral vectors. To avoid 
the unpredictable side effects associated with retrovirus integration, we generated hiPSCs from dental 
pulp cells and PBMCs with a non-integrating replication-defective and persistent Sendai virus (SeVdp) 
vector. Using this system, pluripotent and self-renewing hiPSCs could be easily and stably generated and 
propagated. With this system we established hiPSCs from cleidocranial dysplasia (CCD) caused by a 
mutation of RUNX2, which has an important role in the differentiation of osteoblasts and maturation of 
chondrocytes. The cartilage in the teratomas of CCD-iPSCs showed abnormalities. These CCD-iPSCs would be 
beneficial to clarify the molecular mechanism and for development of medical applications.
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１．研究開始当初の背景 
これまでにヒト幹細胞（ES/iPS 細胞）は、
フィーダー細胞上で血清添加培地を用いて
培養されることが多く、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っ
た。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細胞の樹立し、それら細胞を用いて
機能解析を試みた。 
 
２．研究の目的 
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養条件を用いて、フィ
ーダー細胞を使用せずヒト iPS細胞の誘導お
よび維持を試みるとともに、発症メカニズム
の解明や診断・治療法が十分に確立されてい
ない顎顔面口腔領域の遺伝性疾患患者より
ヒト iPS細胞を誘導し、同疾患特異的 iPS細
胞を用いてその詳細な発症メカニズムの解
明および診断・治療法の開発を行うことを目
指した。 
 
３．研究の方法 
(1)センダイウイルス SeVdp を用いた無血清
培養法の確立： 
ヒトゲノム DNA への遺伝子挿入がなく
(integration-free)、ウイルスの確実除去が可
能なセンダイウイルスベクターSeVdp を用
い、フィーダー細胞を用いず無血清培養条件
下にてヒト iPS細胞の誘導および維持可能な
方法について検討し、安全で高品質な iPS細
胞の誘導を行った。 
 
(2)鎖骨頭蓋異形成症（CCD）iPS細胞を用い
た発症メカニズムおよび原因究明： 
CCD 患者由来 iPS 細胞を用いて人工ヌクレ
アーゼ（TALEN,ZFN,CRISPER）を使用し
ゲノム編集を行うことで、発症メカニズムの
解明ならびに詳細な機能解析を行った。 
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。樹
立した CCD患者由来 iPS細胞に対して、遺
伝子変異部位のゲノム編集を人工ヌクレア
ーゼを用いて行い、ミスセンス変異部位の配
列を正常化し、分化誘導時の特性解析につい
て正常人由来 iPS細胞との比較検討を目指し
た。また、本疾患の原因遺伝子産物 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、骨・軟骨細胞系列へ
の分化誘導を行い、健常人由来 iPS細胞と比
較検討を行うことで、発症メカニズムの解明
ならびに詳細な機能解析を目指した。 

(3)各種疾患特異的 iPS 細胞の樹立および幹
細胞バンク化： 
他にも顎口腔顔面領域に異常をきたす各種
遺伝子疾患患者由来 iPS細胞を樹立し、同様
の検討を行った。また樹立した各種疾患特異
的 iPS細胞はGMPに準拠した細胞培養セン
ター(CPC)と自動細胞凍結保存システム等を
利用し疾患特異的 iPS細胞の供給、再生医療
分野での製品化を含め、最終的に臨床応用を
目指した。 
 
４．研究成果 
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(hESF9)を基本培地
として、フィーダー細胞および血清成分を使
用せず、我々の開発した無血清培地(hESF9)
を用いて、ヒト iPS 細胞の未分化性と多分化
能を維持可能な無血清培養系を確立した
(Yamasaki S.et al. PLosOne 2014)。さらに、
同培養系を用いて、ゲノム DNA への遺伝子挿
入がなく、ウイルスの確実除去が可能なセン
ダイウイルスベクター（SeVdp(KOSM)、
SeVdp(KOSM)302L）を使用し、完全無血清培
養系にてヒトiPS細胞の誘導が可能となった。
また同ベクターは初期化4遺伝子が同一ベク
ター上に搭載されているため、誘導効率が安
定しており、質の高い iPS 細胞を高効率で誘
導可能となった。そこで本培養系を用いて鎖
骨頭蓋異形成症（CCD）由来 iPS 細胞を誘導
し、樹立維持に成功した(Yamasaki S.et al. 
InVitroDevBiol 2015)。センダイウイルスを
使用することで、ゲノム DNA へウイルス由来
遺伝子挿入がなく、腫瘍化の原因と成り得な
い安全なヒト iPS 細胞の樹立が可能となり、
さらに無血清培養系において動物由来蛋白
を含まず、感染症等の恐れのない安全で高品
質のヒトiPS細胞の供給が可能となったこと
で、難病の原因究明や治療法の開発を目指し
た疾患研究、医薬品の安全性試験などへの利
用、細胞製剤の開発などの創薬研究、神経や
血液・組織や臓器の機能修復や再生を目指し
た再生医療への応用を推進する上で有利と
なる。 
 
また、その他にも本無血清培養系にて、フ
ィーダー細胞を用いずNoonan症候群、Cowden
症 候 群 、 基 底 細 胞 母 斑 症 候 群 、 von 
Recklinghausen 病等の各患者から疾患特異
的ヒト iPS 細胞を誘導することに成功した。
これら樹立した細胞は GMPに準拠した細胞
培養センター(CPC)と自動細胞凍結保存シス
テムに保存しバンキングを行っている。 
 
＜鎖骨頭蓋異形成症（CCD）iPS 細胞を用いた
発症メカニズムおよび原因究明＞ 
樹立した複数例の CCD患者由来 iPS細胞を用
いて、遺伝子変異部位のゲノム編集を目指し、
人工ヌクレアーゼ(CRISPER/Cas9)を構築し
変異部位配列の正常化を行った。得られた改
変株を用いて、分化誘導時の特性解析につい



て正常人由来iPS細胞との比較検討中である。
また本疾患の原因遺伝子産物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、現在骨・軟骨細胞系列への分
化誘導を行い、健常人由来 iPS 細胞と各種分
化マーカーを用いて、遺伝子発現解析を遂行
中である。 
 
＜Cowden 症候群 iPS 細胞を用いた解析＞ 
Cowden 症候群は原因遺伝子として PTEN 遺伝
子に変異を認める遺伝性疾患である。特徴的
な皮膚病変を有し、口腔粘膜を含めた全消化
管に過誤腫性ポリポーシスを生じる。また、
多臓器に腫瘍性病変を合併することが多く、
癌抑制遺伝子である PTEN が欠損すると PIP3
の産生亢進が進み主に下流のAktが活性化さ
れることで細胞死抵抗性となり、多くの悪性
腫瘍においてPTENの変異が認められている。
Cowden 症候群との臨床診断を得た患者から
血球を採取し次世代シークエンサーを用い
て PTEN 遺伝子の変異部位特定を行った
(c.1020delT および c.1026G>A)。同 Cowden
症候群患者より樹立した iPS 細胞を用いて、
変異型における細胞増殖亢進やアポトーシ
ス抵抗性、幹細胞の未分化性維持、セントロ
メアの不安定性、DNA 修復異常等について検
討中である 
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