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研究成果の概要（和文）：　iPS細胞では、その樹立時にfeeder細胞を必要とする。iPS細胞の臨床応用を考えた
場合、マウス由来feeder細胞の混入のないxeno-freeな環境下でのiPS細胞の樹立は非常に重要である。
　本研究では、新たな機能を付加したヒト組換えfeeder細胞を開発し、ヒトiPS細胞の培養維持や樹立に有効で
あるかどうかを検討した。樹立細胞についてfeeder細胞として乳歯歯髄細胞から樹立したiPS細胞の培養維持が
可能であったが、このfeeder細胞上でのiPS細胞の樹立は困難であった。初代培養細胞の継代数や培養条件など
の乳歯歯髄細胞の品質による影響が考えられた。

研究成果の概要（英文）： Feeder cell was necessary for the establishment of iPS cell. When we 
consider the clinical applicability of human iPS cell, we must use xeno-free feeder cell without 
mixture of a mouse origin cell. 
 The aim of this study was the development of xeno-free human feeder cell with multi-function 
derived from the dental pulp cell. The maintenance of the iPS cell established from human deciduous 
dental pulp cells (HDDPCs) was possible as the feeder cell, but it was difficult to establish iPS 
cell from HDDPCs using the feeder cell. It was considered that the number of passages of the primary
 cell and the influence by the quality of HDDPCs of the cultivate condition. 

研究分野：小児歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 近年の再生医療技術の進歩は目覚まし
く、歯科領域でも歯肉、智歯や乳歯に由
来する iPS細胞が続々単離され、これら
を用いた歯、骨や神経の再生の可能性が
論じられている。iPS 細胞の臨床応用を
考えた場合、マウス由来 feeder細胞を用
いない、いわゆる xeno-free な環境下で
の iPS細胞の樹立、その分化誘導が望ま
れる。実際、ヒト細胞を feederとして用
いた先駆的研究 1)は既に報告されたが、
いくつかの問題点が生じた。例えば、細
胞分裂を抑制する薬剤 mitomycin C で
feeder細胞を処理するとその細胞増殖は
止まるが、培養基質から剥がれやすいこ
とや feeder細胞のロット差が大きいこと
などの問題がある。 
 そこで、feeder細胞に有用な機能を組
み込むことにより「feeder としての機能
強化を図る」試みが行なわれてきた。例
えば、ES 細胞/iPS 細胞の未分化状態を
維持するために leukemia inhibitory 
factor（LIF）遺伝子を導入された feeder
の作成（SNL）、細胞間接着分子である
E-cadherinの導入、feeder-lessの環境で
iPS 細 胞 形 成 を 誘 導 す る bone 
morphogenetic protein 4 (BMP4), 
fibroblast growth factor 2 (FGF2), 
activin A遺伝子の導入などである。一方、
様々な成長因子を含む培地で培養する方
法や matrigel 上で細胞を維持する方法
により、iPS細胞を feeder-lessの環境で
樹立・培養する試みもなされている。し
かし、これらはコスト面で非常に難があ
る。また、技術的にもまだ標準的なプロ
トコールはなく、従って、研究者間では
iPS 細胞樹立・維持のためには未だ
feeder細胞のニーズが高い。そこで、様々
な成長因子を分泌でき、matrigelの代わ
りに細胞-基質・細胞-細胞間接着を促進
させる高機能付加ヒト feeder細胞を遺伝
子工学的に作製することを考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新たな機能を付加したヒ
ト組換え feeder細胞を開発し、ヒト iPS
細胞の培養維持や樹立に有効であるかど
うかを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 iPS細胞樹立用の高機能付加 feeder細
胞作製のために、薬剤耐性遺伝子、蛍光
遺伝子、成長因子、細胞間接着因子など
を盛り込んだプラスミドベクターを構築
した。具体的には、先ず、トランスポゾ
ン系ベクター（２種類）を作製した（図
１）。 

 
図１：構築ベクター 
 
それぞれには、 鶏-actin ベースのプロ
モーターであるCAGもしくはPGKプロ
モーターの下流に目的遺伝子である
FGF2（成長因子）および BMP4（成長
因子）（すべてヒト由来）に対応する
cDNAを設置した。さらに BMP4の下流
に IRES を配置し、IRES の下流には、
LIF（iPS細胞の未分化状態を維持させる
タンパク）を配置した。目的遺伝子の下
流には薬剤耐性マーカー遺伝子（neo, 
puro, hph, bsrなど）が置かれる。IRES
は一つの mRNA から 2 種類のタンパク
の合成を許す配列である。構築ベクター
を乳歯歯髄細胞に遺伝子導入し、高機能
付加ヒト feeder細胞を作製し、ヒト乳歯
歯髄細胞から iPS細胞が効率よく樹立さ
れるかを検討した。 
 
４．研究成果 
 まず、成長因子などのサイトカイン
FGF2、BMP4および LIFを分泌するヒ
ト組換え feeder 細胞を樹立した。遺伝子
導入を効率よく行うために、今回は
piggyBac トランスポゾン系のプラスミドを
用いた。トランスポゾンによる遺伝子導入法

は、哺乳類細胞でも効率よく外来性の遺伝子

導入を達成でき、当該遺伝子が宿主ゲノムに

挿入された遺伝子導入安定株を通常の系よ



りも効率よく導入できる。電気穿孔法

(Invitrogen, Neon system)にて遺伝子導入
を行い、2日後に EGFP タンパクの発現を
確認し、6 割程度の導入効率を得ること
が分かった（図２）。 

 
図２：歯髄初代培養細胞（左図）と遺伝
子導入株 
 
 さらに、ヒト iPS 細胞の培養維持や樹
立に有効であるかどうかを検討した。樹
立細胞について feeder 細胞として乳歯
歯髄細胞から樹立した iPS 細胞の培養維
持が可能であった（図３）が、この feeder
細胞上での iPS 細胞の樹立は困難であっ
た。初代培養細胞の継代数や培養条件な
どの乳歯歯髄細胞の品質による影響が考
えられた。 

 
図３：樹立 feeder 細胞上でのヒト iPS 細
胞の培養維持 
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