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研究成果の概要（和文）：ヒト歯髄幹細胞を用いてiPS細胞誘導効率と良質なiPS細胞の樹立方法を検討した。低
酸素培養により，増殖性・培養効率の向上と未分化性と分化能の維持および iPS細胞誘導効率の向上が観察され
た。iPS細胞誘導効率の高い細胞と低い細胞を比較した所，DLX4の発現に差異が観察され，DLX4を加えると誘導
効率が向上し，質の高いiPS細胞コロニーの形成が観察された。また，DLX4がKlf4およびc-Mycの代替機能も示唆
された。TGF-βのシグナルに関与するDLX4の役割を解析するためにTGF-β刺激下でiPS細胞誘導を行った所，有
意な低下とsmad signal以外の経路への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the inductive efficiency and stability of iPS 
cells derived from human dental pulp cells. Our results were as follows; 1. Hypoxia condition 
improved the cell growth and establishing efficiency of primary culture. Furthermore, hypoxia 
condition was effective and useful for the stemness and high differential potency and could improve 
the efficiency of iPS cell induction and its quality. 2. Difference of DLX4 expression was observed 
between high and low inductive cell line to iPS cells. 3. DLX4 improved the inductive efficiency and
 quality of iPS cell colonies. Only DLX4 and Oct/Sox highly induced iPS cells as well as Oct/Sox, 
Klf4 and c-Myc. These findings suggested that DLX4 might play a replaceable role of Klf4 and c-Myc. 
4. To reveal the DLX4 function engaging to TGFb signal pathway, we examined the induction under TGFb
 stimulation.TGFb stimulation significantly reduced the inductive efficiency and without the 
alternation of smad signal pathway.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞の臨床応用において，遺伝子導入操作のや不均一性による「良いiPS細胞」とがん化にも繋がる「悪い
iPS細胞」が大きな課題となっており「良質なiPS細胞を効率良く生み出す方策」が強く求められている。本研究
では，iPS細胞の良質化・効率化を向上させる新たな因子DLX4を見出し，その機能解析を試みた。結果，DLX4が
従来のKlf4, c-Mycに代替し良質なiPS細胞コロニーをもたらすこと，DLX4がTGFβシグナルに応答することより
遺伝子操作に依らない細胞の外部刺激により細胞初期化を促進する可能性を見出した。また，研究に用いた歯髄
幹細胞が再生医療資源として有用であることを示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 再生医学は近年目覚しく発展しており，とりわけ既に形成されている組織中に存在し限定的
な分化能と増殖能を持つ「組織幹細胞」の応用が期待され，活発な研究が展開されている。口
腔領域においても，歯髄に「組織幹細胞」である DPSCが含まれていることが証明され有望な
医療資源として多くの研究が展開されて来ている。我々も，抜歯後の智歯等より得た約 250ラ
インの DPSCを樹立し，再生医療のための資源化に関する検討を行って来た。 
 その結果，DPSCは 60歳代の方（高齢者の方）でも効率良く iPS細胞化が可能であり，こ
れまで報告されている iPS 細胞誘導方法のいずれでも iPS 化が可能であり，且つ，DPSC か
らの iPS細胞の樹立はヒト皮膚線維芽細胞に比べ 10～100倍の高い効率を示し，Oct・Soxの
２因子でも樹立可能であることを示して来た (J Dent Res. 2009.  Nature Methods. 2011 )。
しかしながら，iPS 細胞誘導効率には向上に向けた課題も今だ多く存在し，iPS 細胞誘導にお
いても、細胞初期化時の不均一性による「良い iPS細胞」とがん化にも繋がる「悪い iPS細胞」
の問題も大きな課題となっており「良質な iPS細胞を効率良く生み出す方策」も大きな課題と
なっている。 
 我々のこれまでの検討の中で、DPSC のステムネス性維持に低酸素条件が有用であり，iPS
細胞誘導時の低酸素化により E-cadherin の発現増強 (上皮間葉転換：EMT の亢進)と iPS 細
胞誘導効率の向上・良質化(整った iPS細胞コロニーの出現と in vivo造腫瘍性の低減)が図れる
現象を見出して来ている (J Dent Res. 2013)。なお，周知の如く，この EMTの亢進に TGFβ
が重要な役割を果たすことががんの悪性形質獲得の研究等で示されて来ている。 
 また，我々は，iPS 細胞誘導効率に差異のある細胞間の比較を行い，誘導効率を支配する新
たな因子(DLX4)を見出し，DLX4が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，良質化も得られる現象も見出して来ている。この DLX4も詳細については不明の
部分も多いが，TGFβのシグナル伝達に関わることが示されて来ている。 
 そこで本研究では，これまで見出した２つの現象「低酸素による ENT亢進と iPS細胞誘導
効率・良質化の亢進」，「DLX4高発現による iPS細胞誘導効率・良質化の亢進」の解析を行う
と伴に，両者の現象に共通する TGFβのシグナル伝達を解析し、細胞初期化の基本的な知見を
集積すると伴に『がん化しない良質な iPS細胞』を効率良く生み出す方策を得ることを目指す。 
尚、後述の如く、DLX4の発現と iPS細胞化の関係は，DPSC特有の現象ではなく，iPS細胞
研究で広く用いられているヒト皮膚線維芽細胞でも観察され、汎用性の高い内容と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々は，種々の形成段階にあるヒト抜去歯より歯髄組織幹細胞(Dental Pulp Stem Cell: 
DPSC)を約 250ライン樹立・保有し，個体差の検証を行って来ている。また，DPSCから iPS
細胞を高率に樹立可能であることを見出し，DPSCが iPS細胞の供給源として有用であること
を示して来た(J Dent Res. 2009.  Nature Methods. 2011 )。その後，DPSCのステムネス性は，
3%酸素条件の低酸素により維持可能であり，iPS細胞誘導において低酸素条件を組み合わせる
と上皮間葉転換(EMT)の亢進に伴う誘導効率の向上と iPS細胞の均一化（良質化）の得られる
こと (J Dent Res. 2013)を示し，さらに、iPS細胞誘導効率に差異のある細胞間の比較から誘
導効率向上と良質化を支配する新たな因子 DLX4（TGF βのシグナル伝達に関わる因子）を
見出して来ている（TGF βは、最終分化から未分化性への「若返り」過程とも称される EMT
に深く関与していることが知られている）。しかしながら、DLX4の役割を含め樹立効率にはま
だ課題が多く，また、「良い iPS 細胞」とがん化にも繋がる「悪い iPS 細胞」の問題も克服す
べき大きな課題となっている。 
 本研究では，我々が保有する豊富なヒト DPSCを用いて，iPS細胞誘導効率に差異のある細
胞の比較および管理する酸素条件の違いによる iPS 細胞の樹立効率の差異を利用し，「低酸素
および DLX4が iPS細胞誘導効率向上・良質化に関わる機序」を解析し，細胞初期化の基本的
な知見を集積し『がん化しない良質な iPS細胞』を効率良く生み出す方策を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、上述の目的を達成するために，種々の年齢・歯の発生段階からライン化したヒ
ト歯髄幹細胞(DPSC)を用い，特に、DLX4 高発現ライン（根未完成・未成熟智歯の歯髄：iPS 細
胞誘導効率の高いライン）と低発現ライン（根完成・成熟智歯の歯髄：iPS 細胞誘導効率の低
いライン）を用い，これらの細胞をこれまで検討に用いて来た各々の酸素濃度(3% :低酸素条件
or 21%:通常酸素条件)で培養し，以下の検討を加え， 『iPS 細胞誘導に於ける DLX4 の役割を
解明し，iPS 細胞誘導の効率化と良質化』を検証する。また，『iPS 細胞誘導時の上皮間葉転換
(EMT)の関与』を観察し、細胞初期化の機序解明を目指す。 
   #1: DPSC のステムネス性の相違・変化による DLX4 の消長と iPS 細胞誘導効率の変化 
    （通常培養の場合継代によりステムネス性が喪失され、低酸素培養では維持される） 
   #2: iPS 細胞誘導・分化誘導過程に於ける DLX4 の消長 
   #3: DLX4 高発現群と低発現群に於ける TGFβ刺激応答性の相違 
    （TGFβ受容体解析/シグナル分子解析/ EMT 変換解析） 
 
４．研究成果 



 本研究では，種々の DLX4発現 DPSCラインを用い，低酸素培養条件を比較に加え以下の点
を検討し，DLX4、EMTが細胞初期化に果たしている役割を明確にし，高効率で良質な iPS細
胞を誘導する方策と細胞初期化機序の解明を目指した。 
 
#1: DPSCのステムネス性の相違・変化（通常の継代培養によりステムネス性が喪失され，低  
  酸素培養では維持される）による DLX4の消長と iPS細胞誘導効率の変化を検討し，同一 
   個体から得た細胞でも DLX4の消失と遺伝子導入による回復が図れるのかを明確にする。 
#2: iPS細胞誘導・分化誘導過程に於ける DLX4の消長を観察し、DLX4の必要性を明確化す 
   る。 
#3: DLX4高発現群と低発現群に於ける TGFβ刺激応答性（TGFβ受容体解析/シグナル分子解 
   析/EMT変換解析）の相違を観察し，DLX4細胞初期化時の役割を明確にする。 
 
その結果： 
 iPS細胞誘導効率に差異のある細胞群の DNAアレイ比較（約 10ラインづつを比較）し見出
した DLX4 を Oct/Sox の２因子に加えると Oct/Sox/Klf4 の３因子導入と同等レベルまで誘導
効率が向上し，DLX4 は Klf4 の代替機能を果たしている可能性が示された。 また，
Oct/Sox/Klf4の３因子に DLX4を加えると誘導効率は更に向上し、Oct/Sox/Klf4/c-Mycの山中
４因子を導入した場合と同等まで向上する現象を確認した。この現象より，DLX4が c-Mycの
代替機能も果たしている可能性も示唆された。更に，DLX4を加えた iPS細胞の誘導に於いて，
誘導されて出現する iPS 細胞のコロニーが形態的に非常に良く整っており均一となっており，
均質化・良質化が得られていた（Scientific Reports.  2014）。また，効率化において c-Myc
と同等の誘導効率を示したことより，がん化の危険性を指摘されているがん遺伝子の一種であ
る c-Mycを回避・代替出来る DLX4の役割はこの点に於いても重要と考えられた。 
 
 最終分化から未分化性への逆方向性の「若返り」過程とも称される上皮間葉転換(EMT)に
TGF βが多く関与していることが知られ，前述の如く DLX4 は，この TGF βのシグナル伝
達に関わる因子の一つとして注目されている。DLX4 の TGF βシグナル伝達に於ける役割を
解析することにより，細胞初期化の機序説明に一定の回答が得られるものと考え，通常の山中
因子（Oct/Sox/Klf4）で細胞初期化時に，TGF β外部刺激の影響を検討した所，TGF β刺激に
より有意に誘導効率と DLX4発現に変化が観察され，遺伝子導入による iPS細胞誘導・細胞初
期化時に TGF βの外部刺激が影響を及ぼすことが示された。このことは，外部因子による刺激
により遺伝子導入に依らない細胞初期化可能性や誘導時の効率化・均質化に寄与する可能性を
示唆したものと考えられた。 
 
 ヒト歯髄幹細胞(DPSC)に於ける，TGF β 刺激のシグナル伝達経路と DLX4 の発現消長を検討
するために，TGF βの主たるシグナル伝達を担う smad 系の変化を観察したが，TGF β刺激し
たヒト歯髄幹細胞(DPSC)の smad シグナルに有意な変化は観察されなかった。このことは，DLX4
は，TGF β シグナル伝達経路において smad シグナルとは異なる経路において役割を果たして
いる可能性を示唆した。 
 
 また，ヒト歯髄幹細胞(DPSC)を用いた検討に於いて，iPS 細胞誘導効率の高い細胞と低い細
胞において DLX4 の発現に差異が認められたが，ヒト歯髄幹細胞(DPSC)を用いた脊損モデルでの
再生医療研究において神経再生能に差異が観察され，高い細胞株と低い細胞株に於いて
GABRB1(GABA 受容体)の発現が関与していることが，本研究の過程において副次的に見出された。
また，細胞移植による脊損回復において，移植細胞が神経分化するのではなく，移植細胞が出
す種々のサイトカインが修復に大きな役割を果たしていることが示唆された。このことは，iPS
細胞の誘導効率の効率化・良質化において TGF β外部刺激が影響を及ぼした様に，誘導される
細胞自身が放出するサイトカインがオートクラインないしパラクライン的に影響する可能性も
示唆したものと考えられた。 
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