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研究成果の概要（和文）：様々な発達段階の歯由来の歯髄細胞（DPC）株の iPS細胞への誘導効

率を比較検討したところ、歯根完成期の DPC 株の誘導効率が非常に低い傾向であった。DPC 株

間の誘導効率の差異は個人差よりも、ドナー歯の発達段階によるものが大きい。またセンダイ

ウィルスベクターを用いて DPC株から non-integaration iPS 細胞が誘導でき、レトロウィルス

法で樹立した iPS細胞と同程度の未分化性と多分可能を有することが分かった。さらに DPC株

はフィーダー細胞として用いることができることがわかり、安全性の向上につながると考えら

れる。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found three new findings. Firstly, human Dental 
Pulp Cells (DPC) isolated from the tooth of root complete (RC) stage showed much lower 
reprogramming efficiency than that of DPC isolated from the tooth of crown complete (CC) 
stage or root forming (RF) stage. This indicated that the efficiency for inducing human 
iPS cells from DPC lines depend on the developmental stages of the donor tooth. Secondly, 
we picked up many ES cell-like colonies induced from various DPC lines (isolated from 
CC, RF, and RC stages) and then evaluated the pluripotency and the differentiation 
potential. All iPS cell lines tested showed similar levels of pluripotency genes compared 
to human ES cells, and possessed similar differentiate potency both in vitro and in vivo. 
We found that the reprogramming efficiency and the developmental stage of donor tooth 
do not influence the quality of iPS cells. Lastly, we could induce iPS cells by Sendai 
virus system from DPC lines without the integration of viral transgenes into the host 
genome. The pluripotency of iPS cells induced by Sendai virus system were equivalent to 
human ES cells and the iPS cells induced by retroviral system. In addition to this, we 
found DPC lines can be used as feeder cells for the induction and maintenance of iPS cells.  
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１．研究開始当初の背景 

iPS 細胞は患者さん自身の体細胞より、多
能性幹細胞を誘導できるため、拒絶反応のな
い細胞移植治療を可能にするだけでなく、難
病疾患の病態解明や創薬の開発など、再生医
療以外にも様々な医学分野において、無限の
可能性を秘めている。 
しかしヒト iPS 細胞は、①誘導効率が著し

く低い②誘導に用いる体細胞によって誘導
効率や、誘導に用いる遺伝子数に差がある③
誘導方法の主流がレトロウィルス法である
ため、発癌性の可能性があり、安全面で問題
があるなどまだ検討すべき点が多い。 
我々は、種々の形成段階にあるヒト抜去歯

より歯髄細胞(Dental Pulp Cell : DPC)を既
に 250ライン程樹立・保有し、性質の検証を
行って来た。DPC は抜去歯牙から容易に樹立
でき、さらに増殖能が高く、培養条件がシン
プルであるため、多くのドナーから細胞株を
得ることができる。2008 年から我々は DPC が
iPS 細胞バンク構築のためのリソースになり
うるか検討してきた。その結果ほとんどの
DPC 株はヒト皮膚線維芽細胞（HDF）と比べ、
高い効率と短い期間で iPS細胞の誘導が可能
であった。さらに DPC は Oct3/4、Sox2 の 2
因子のみでも iPS細胞の誘導が可能で、これ
らの結果から DPCは iPS細胞の誘導に非常に
適した有望なリソースであることが示唆さ
れた。しかし誘導に用いた DPC株のうち、特
に歯根完成期の株は非常に誘導効率が低い
傾向にあり、これら誘導効率の差はヒト細胞
に特有の個人差であるのか、歯の発達段階に
起因するものなのかについては今後検討す
る必要がある。また原理的には誘導効率に差
異があっても、誘導された iPS細胞は同一の
性質・能力を持つと推察されているが、実証
はされていないのも現状である。そこで本研
究では我々が保有する豊富な DPC株を用いて、
iPS 細胞化し易い DPC 株とし難い DPC 株の差
異を検討すると伴に、誘導された iPS細胞の

コロニー間の性質の差異を検証し、細胞初期
化における基本的な知見を得ることを目指
す。また、レトロウィルスを用いた現在の誘
導方法では、ベクターの染色体への挿入によ
る癌化の危険性が指摘されている。我々は、
染色体に影響を及ぼさないセンダイウィル
スを用いた方法で iPS細胞の誘導を行ってお
り、両者間の多能性の差異についても合わせ
て検討し、より安全で良質な iPS細胞の誘導
を試みる。 
 
２．研究の目的 
（1）現在のところヒト iPS 細胞の研究は主
にセルラインを用いた解析が多い。しかし、
マウス細胞に比べ、ヒト細胞では個体差に大
きく影響されるため、ヒト iPS細胞バンクの
構築をする上では広く多くのドナー細胞か
ら一様に iPS細胞が誘導できるかどうかの検
討は必要不可欠である。我々が保有する 250
株以上の DPC株は、このような比較検討をす
るのに非常に有効な研究材料である。 
（2）マウス iPS 細胞では誘導に用いる体細
胞の組織発生段階の違いが誘導効率に影響
を与えているが、ヒト体細胞でも同様のこと
が当てはまるか、様々な発達段階の歯から得
られた DPC 株で検討することが必要である。 
（3）初期胚より樹立する ES細胞とは異なり、
iPS細胞は一度の誘導で多数の ES細胞様コロ
ニーが得られるため、良質なコロニーの選別
は、iPS 細胞バンクの構築にとって重要なポ
イントの一つである。本研究では誘導された
iPS 細胞コロニーから良質なコロニーの選別
法を模索したい。 
（4）同一 DPC 株からセンダイウィルス法で
樹立した iPS細胞株とレトロウィルス法で樹
立した iPS細胞株の未分化性と多分化能につ
いて検討する。また安全性についても検討し、
iPS 細胞バンク構築にとってセンダイウィル
ス法は有効な誘導手段であるかどうか検討
する。 



 

３．研究の方法 

（1）様々な歯の発達段階（歯冠完成期、歯
根形成期、歯根完成期）と年齢（13 歳～60
歳）由来の DPC 株で誘導効率(コロニーの形
成数）を検討する。 
（2）単一 DPC株より誘導された iPS細胞コ
ロニーをピックアップし、iPS細胞株として
樹立後、各コロニー間におけるヒト ES 細胞
に特異的な様々な未分化マーカーの発現量
を real-time PCR にて比較検証する。また、
多分化能は胚様体を介した分化誘導や奇形
腫形成にて比較検証する。同様の検討を誘導
効率が高い DPC株で誘導された iPS細胞株と
誘導効率が低い DPC株で誘導された iPS細胞
株で性質の比較検討する。 
（3）同一 DPC株からセンダイウィルス法で
樹立した iPS細胞株とレトロウィルス法で樹
立した iPS細胞株を用いて（2）で示した方
法で未分化性と多分化能を比較検討する。ま
たこれらの iPS細胞株を運動神経細胞に分化
誘導し、免疫不全マウスに移植して腫瘍形成
の有無（発癌性）について検証する。 
 
 
 
４．研究成果 
（1）様々な年齢、歯の発達段階（歯冠完成
期；CC、歯根形成期；RF、歯根完成期；RC）
由来の DPC 株を用いて誘導効率を検討した。
Fig1は 4 因子（Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc）
を用いて誘導された Es-likeなコロニーを感
染後 20 日後にカウントした。Fig1 では歯の
形成段階や年齢は誘導効率と相関があるこ
とを示唆している。また Fig2 の様に同様の
年齢・歯の発達段階の DPC 株間で比べると、
それほど個体差は認められず、やはり RC 期
の DPC株の誘導効率は非常に低い傾向にあっ
た。 
 
 
 
（Fig1） 

（Fig2） 

 
 
 
 
 
 
 
今回の検討では DPC株間の誘導効率の差は、

個体差よりも、由来するドナー歯の発達段階
に影響されることが示唆された。 
 
（2）単一 DPC 株から得られた ES-like なコ
ロニーをピックアップし未分化マーカーの
遺伝子発現量を比べると、ほとんどの遺伝子
で著明な差は認められなかった（Fig3）。ま
た誘導効率の高い DP31と低い DP75から誘導
された ES-likeなコロニーをピックアップし、
同様の解析を行っても、明らかな差は認めら
れなかった。 
 
（Fig3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）産総研器官発生工学研究ラボの中西真
人先生より分与して頂いたセンダイウィル
スベクターを用いて、DPC から高効率で安全
な iPS細胞の樹立を目指した。このベクター
は山中 4因子を 1つのベクターに組み込んで

DP31から誘導された iPS細胞株の未分化マーカー遺

伝子の発現量を Real-time PCRにて比較したところ、

GDF で差があったものの、ほとんどの遺伝子では差

がなかった。 

DP31（14/F,CC期）に比べ RC期の DPC株は誘導効率

が低いことがわかる。Fig2も 4因子で誘導し、感染
後 20日後にコロニーカウントした。 
 

DP75 (24/M,RC), DP133 (27/M,RC), DP159 
(23/M,RC), DP165 (24/F，RC), DP166 (23/F,RC) 



いるため、従来のレトロウィルスベクターで
は 4因子がランダムに感染して発現量にばら
つきができ、性質が異なる iPS細胞が誘導さ
れる恐れがあったが、これを改善しより均質
な性質の iPS 細胞が誘導されるようになる。 
 
センダイウィルス法の誘導効率は、レトロ

ウィルス法と比較すると同程度であった。ま
た、誘導された iPS 細胞株について解析する
と、未分化マーカーの発現量、EB を介した
in vitroの分化能、Teratomaを用いた in vivo
での分化能について比較しても、まったく異
差がなかった。しかし抗センダイウィルスベ
クターの免疫染色を行うと、誘導された iPS
細胞ではベクターが完全に除去されている
ことが確認できた。 
さらに今回我々は DPC株をフィーダー細胞

として使用できることを確認した。このこと
から、今後患者さん自身の細胞のみで、染色
体へのベクター挿入がない iPS細胞の誘導が
可能となった。現在センダイウィルス法で誘
導された iPS細胞の安全性について検討を行
っている。 
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