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研究成果の概要（和文）：顎顔面口腔領域に病変を生じる遺伝性疾患を対象に、その診断・治療法の開発を目指
して、iPSC誘導・培養法に関わる様々なリスクを排除すべく、インテグレーションフリー・無血清・無フィーダ
ー培養条件で各患者由来組織より疾患特異的iPSC(DS-iPSC)を誘導・樹立し、その細胞特性解析及び病態モデル
を作成するとともに、遺伝性顎顔面疾患の病態解明、診断・治療法の開発に挑んだ。本研究では、DS-iPSCの中
でも特に鎖骨頭蓋異形成症（CCD）由来DS-iPSC（CCD-iPSC）に注目した。家族性CCD内で新規の変異の同定、
CCD-iPSCの誘導・樹立に成功し、罹患組織を分化誘導し病態の一端を模倣した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop diagnostic and therapeutic methods for genetic diseases 
that cause lesions in the oral and maxillofacial regions, we induced and established 
disease-specific iPSCs (DS-iPSCs) from patient-derived tissues under integration-free, serum-free, 
and feeder-free culture conditions to eliminate various risks associated with iPSC induction and 
culture methods. In addition, we have attempted to elucidate the pathogenesis of inherited 
maxillofacial diseases and develop diagnostic and therapeutic methods. In this study, we focused on 
DS-iPSC derived from clavicular craniocranial dysplasia (CCD) (CCD-iPSC). We successfully identified
 novel mutations within familial CCD, induced and established CCD-iPSCs, and induced differentiation
 of affected tissues to mimic some aspects of the pathology.

研究分野： 口腔外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
顎顔面口腔領域に病変を生じる遺伝性疾患においては、その発症機構や診断・治療法が十分
に確立されていないため、本研究で樹立されたDS-iPSは、その発症に関する病原変異
遺伝子の情報を有しており、病態解明・治療法の開発に貢献すると考えられた。また、本研究では、iPSC誘導・
培養法に関わる様々なリスクを排除すべく、インテグレーションフリー・無血清・無フィーダー培養条件で樹立
されているため、将来的に臨床応用を検討する際にも非常に有用であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
顎顔面領域に異常を生じる遺伝性疾患においては、その表現型の多様性と発生の複雑性から、

発症機構について明らかにされておらず、診断・治療法は十分に確立されていない。申請者の所
属する研究室では、脊椎動物における顎・顔面・口腔諸器官の発生プログラムを明らかにするた
めに、Xenopus を実験モデルとして研究し、胚予定外胚葉領域未分化細胞から Activin A により
試験管内で下顎を誘導した (Proc Natl Acad Sci USA., 2002, 99(24):15474-9. )。また、同予定
外胚葉領域未分化細胞から胚様体再集合培養法を用いて Activin A により試験管内で神経堤を
誘導し、それを幼生背部に移植し歯胚を誘導することに成功した  (IntJ Dev Biol., 2004, 
48(10):1105-12.)。さらに、その結果を哺乳類に発展させるために、マウス ES 細胞およびヒト
ES 細胞の未分化性と多分化能を、血清やフィーダー細胞を用いずに維持することが可能な単層
無血清培地を報告してきた (In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2005, 41(1-2):19-28; Proc Natl Acad 
Sci U S A. 2008, 105(36):13409-14)。また、2014 年には無血清・無フィーダー培養条件下、ヒ
ト iPSC の未分化性と多分化能を維持することが可能な培養系を開発し報告し (PLoS One. 
2014, 9(1):e87151.)。さらに 2015 年には宿主ゲノムに遺伝子挿入されず細胞質で全生活環を行
う、センダイウイルスベクター（産業技術研究所、中西真人博士より供与、同一ベクターに 4 つ
の初期化遺伝子(Klf4、Oct3/4、Sox2、c-Myc)を搭載(J Biol Chem. 2011,286(6):4760-71.)）を組
み合わせることでインテグレーションフリー・無血清・無フィーダー培養条件を確立し、鎖骨頭
蓋異形成症 (CCD)患者由来の iPSC を樹立に成功するとともに疾患モデルを確立し報告した 
(In Vitro Cell Dev BiolAnim.2015,DOI 10.1007/s11626-015-9968x)。また、CCD 以外にもイン
テグレーションフリー・無血清・無フィーダー培養条件で、基底細胞母斑症候群、ヌーナン症候
群 、レックリングハウゼン症候群、カウデン症候群. 各種疾患特異的 iPSC の位相差像と未分
化性の評価、など、複数の顎顔面口腔疾患の DS-iPSCs の誘導に成功している。さらに当研究室
では、エナメル上皮腫由来細胞 (J Oral Pathol Med.1995,24(9):387-92)、歯根膜由来細胞 (In 
Vitro Cell Dev Biol Anim. 1997,33(4):302-9)、マラッセ上皮遺残由来細胞 (In Vitro Cell Dev 
Biol Anim. 2000,36(8):548-53)、唾液腺上皮細胞 (Proc NatlAcad Sci U S A. 2001,98(20):11336-
40) 、 歯 肉 上 皮 細 胞 (In Vitro Cell Dev Biol Anim.1994 ,30A(11):790-5)、口腔扁平上皮
癌細胞 (J Biol Chem. 1991,266(25):16778-85)、唾液腺癌細胞 (Int J Cancer. 1996,65(5):650-
7)などの無血清培養を報告している。これら DS-iPSCs それぞれから完全無血清条件で誘導した
軟骨組織、上皮幹細胞および間葉系幹細胞を共培養、三次元培養を行い疾患モデルを作成し比較
検討することで、各種遺伝子性疾患の発症機構を明らかにし遺伝性顎顔面疾患の病態解明、診
断・治療法の開発研究に貢献できるのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
顎顔面領域に異常を生じる遺伝性疾患においては、その表現型の多様性と発生の複雑性から、発
症機構について明らかにされていない。当科で樹立した複数の顎顔面口腔疾患の DS-iPSCs を
用いて疾患モデルを作成し、発症機構の一端を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
DS-iPSCs の代表として CCD-iPSC の病態モデル作製に挑んだ。 
(1) 家族性 CCD の変異解析 
臨床的に CCD と診断された家系内 2 世代 3 名の末梢血単核球もしくは智歯抜歯時に得られた

歯髄より DNA 抽出を行い、ダイレクトシーケンスにて変異解析を行った。 
(2) CCD-iPSC の樹立 
上記の家族性 CCD のうち 2 名の CCD 患者の智歯抜歯時に得られた歯髄を完全無血清条件で初

代培養し歯髄細胞 (DPC)を分離後、本研究室で開発された hESF9 培地(Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2008,105(36):13409-14)および山中四因子を搭載したセンダイウイルスベクターを用いて、
無血清条件下に CCD1-iPSC 及び CCD2-iPSC の誘導・維持を行い、その未分化性、多分化能を評価
した。 
・未分化性の評価 
CCD-iPSCs の各種未分化マーカー遺伝子発現 (OCT3/4, NANOG, SOX2, REX1, ESG1 など)及び

蛋白 (OCT3/4, NANOG, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 など)を、RT-PCR 法および蛍光免疫染色法にて
検討した。 
 ・多分化能の評価（in vitro） 
分化誘導培地を用いて DS-iPSCs の胚葉体培養を行い、各種分化マーカー遺伝子発現(MAP2, 

PAX6, BRACHERRY, AFP, SOX17 など)及び蛋白 (β-tubulin, αSMA, AFP など)を、RT-PCR 法お
よび蛍光免疫染色法にて検討した。 
(3) CRISPR/Cas9 システムを用いた CCD-iPSCs のゲノム手術 
CRISPR/Cas9 システムを用いて変異遺伝子の変異部位を正常配列に修復する CRISPR/Cas9 
はタンパクで導入し、ドナーベクターは、相同組み換えを起こした細胞を選択するために薬 
剤（puromycine）耐性遺伝子を挟む形でゲノム DNA と相同領域を両端に設計したものを使用 
する。導入方法は、エレクトロポレーションもしくはリポフェクション等で検討した。 



(4)CCD-iPSC を用いた完全無血清条件での分化誘導実験 
・間葉系幹細胞の分化誘導 
上記 hESF7 培地および 96well 低吸着ﾌﾟﾚｰﾄを用いて胚様体(EB)を作成(1ｘ105 細胞/EB)し、そ
れらの EB をゼラチンコートした dish に播種、それらを hESF9 培地で数継代することで間葉
系細胞を誘導した。CD73/90/105 の蛋白及び遺伝子発現を免疫組織学的および RT-PCR 法を用
いて検討した。 
・軟骨組織の分化誘導 
hESF6 培地に Growth/differentiation factor 5、BMP2、FGF2、TGF-βなどの増殖因子と Low 
density lipoprotein を添加し、3-2.で誘導された間葉系幹細胞を day0-14 は平面培養、day14-42
は三次元培養することで iPSC から軟骨様組織を誘導した。 
(5) in vivo 病態モデル作成 

(4)で共培養した細胞を SCID マウスの背部皮下に移植し、移植後 4 週で摘出し、組織学的検
討を行った(図 2)。 
 
４．研究成果 
(1) 家族性 CCD で新規の変異を同定した 
ダイレクトシーケンスにて家系内2世代3名に共通する
変 異  (RUNX2_c.371C>G) を 検 出 し 報 告 し た ( 図
1)(Odontology.2021,doi:10.1007/s10266-021-00674-
5. PMID: 34779963)。 

(2) CCD-iPSC の樹立に成功した 
上記の家族性CCDのうち2名の CCD患者の智歯抜歯時に
得られた歯髄を完全無血清条件で初代培養し歯髄細胞 
(DPC)を分離後、本研究室で開発された hESF9 培地(Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2008,105(36):13409-14)および
山中四因子を搭載したセンダイウイルスベクターを用
いて、無血清条件下に CCD1-iPSC 及び CCD2-iPSC の誘
導・維持を行い、その未分化性(図 2Ｂ)、多分化能(図 2
Ｃ)を示した。樹立した各 CCD-iPSC は家系内で検出され
た 変 異 を 保 存 し て い た ( 図
3)(Odontology.2021,doi:10.1007/s10266-021-00674-
5.)。 
(3) CCD-iPSC のゲノム手術はなしえなかった 
RUNX2_c.371C>G に対応する gRNA、CRISPR/Cas9、ドナー
ベクター(GFP、puromycin 耐性遺伝子搭載)の導入を、主
にエレクトロポレーション法で検討した。Puromycin で
体制となった細胞をクローニングしダイレクトシーケ
ンスにて変異解析を行ったが、いずれも RUNX2_c.371C>G
の変異を有しており、ゲノム修復に至らなかった。以降
は、control として健常人の iPSC (WT-iPSC)を用いた。 
(4) CCD-iPSC を用いて病態モデルの作成に成功した 
・間葉系細胞への分化誘導実験 
 完全無血清条件下、間葉系細胞へ分化誘導した CCD-iPS に対
し、FACS (sony cell sorter) にて CD73/90/105 の蛋白発現を
検討した結果、CCD-iPSC 及び WT-iPSC いずれにおいても、その
約 75-95％が CD73/90/105 陽性であることが示された。 
・軟骨組織への分化誘導実験 
CCD-iPSC 及び WT-iPSC いずれにおいても、3-5mm 大の軟骨組

織の誘導に成功した(図 4A,B)。 
・軟骨組織の SCID マウスへの移植実験 
 移植後 4 週で摘出した組織を、組織学的検討を行うために、
ア ル シ ャ ン ブ ル ー  (AB) 染 色 お よ び
Safranin O 染色を行った。その結果、CCD-
iPSC 由来の組織は WT-iPSC 由来の組織と比
較して軟骨組織から骨組織への置換が遅延
していることが示された(図4A,B)。これらの
結果は、RUNX２の変異により軟骨細胞の分化
を正常に進行しない病態の一端を模倣した
可能性が示された。 
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