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研究成果の概要（和文）：

細胞移植治療に応用可能な iPS 細胞を作製するには安全性の課題を解決する必要があり，iPS
細胞の樹立に用いるウイルスや動物性フィーダー細胞の回避もその一つである。我々は，患者
歯肉を用いて iPS 細胞を作製する際に，ウイルスベクターの代わりにプラスミドベクターを用
い，さらに患者の歯肉から培養した細胞を樹立した iPS 細胞のフィーダー細胞として利用する
技術を確立した。本研究成果は，動物細胞/ウイルス・フリーの iPS 細胞技術に貢献するものと
期待される。

研究成果の概要（英文）：
iPS cells are expected to be a powerful tool for regenerative treatments; however, 
problems that need to be addressed prior to clinical application include 
viral-vector-derived insertional mutagenesis and the use of animal-derived feeder cells 
for culture. We generated human gingival fibroblast (hGF)-derived iPS cells with episomal 
plasmid vectors. The resulting iPS cell clones could be maintained on hGF feeder cells. 
The virus-free and autologous culture of hGF derived-iPS cells thus represents an 
important step toward the future therapeutic usage of iPS cells. 
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１．研究開始当初の背景
 我々は，歯肉から iPS 細胞を効率的に作製
することに成功し（江草・矢谷ら. PLoS ONE, 
2010），この技術を医療応用に向けて京都大
学・山中伸弥教授と共同研究を進めている。
細胞移植治療に応用可能な iPS細胞を作製す
るには，ウイルスの使用等の安全性の課題を
解決する必要があり，iPS 細胞の培養に不可
欠なフィーダー細胞の改善もその一つであ

る。最近，皮膚の線維芽細胞のいくつかはフ
ィーダー細胞として機能することが報告さ
れたが（高橋ら. PLoS ONE, 2009），より良
質なフィーダー細胞として機能する細胞資
源の特定が望まれる。
 一方，歯肉線維芽細胞は，口腔粘膜の創傷
治癒を早めるなど，他の線維芽細胞とは異な
る 性 質 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る
（Sukotjo ら. J Biol Chem, 2003）。また，そ
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の高い増殖能力と採取，培養の容易さから，
自己フィーダー細胞としての可能性を大い
に秘めている。
 また，歯肉の細胞は初期化されやすい性質
を有していることから（江草・矢谷ら. PLoS 
ONE, 2010），歯肉線維芽細胞を用いること
で，ウイルスベクターを用いずにプラスミド
ベクターを用いて iPS細胞を作製できる可能
性が高いと考えた。
 これらを背景に申請者は，患者歯肉から採
取した歯肉線維芽細胞を，プラスミドベクタ
ーを用いた樹立方法で iPS細胞の資源とする
のと同時に，この細胞を「自己フィーダー細
胞」として用いることで，安全で医療に応用
可能な iPS細胞の作製を容易にする技術を着
想し，本研究を立案するに至った。

２．研究の目的
 本研究の目的は，患者の歯肉から培養した
細胞を，プラスミドベクターを用いた樹立方
法で iPS 細胞の資源とするのと同時に，フィ
ーダー細胞として利用することにより，動物
細胞/ウイルス・フリーの iPS 細胞技術を追究
することである。

３．研究の方法
(1) 大阪大学歯学部附属病院・口腔補綴科を

受診の患者を対象に，歯科治療の際に切
除された歯肉から，動物由来物質を含ま
ない「線維芽細胞用無血清培養液」を用
いて歯肉線維芽細胞が分離培養可能で
あるか否かを検討した。 

(2) 分離培養した歯肉線維芽細胞を，エピソ
ーマルプラスミドベクターをエレクト
ロポレーション法によって導入する iPS
細胞誘導法（沖田・山中ら. Science, 
2008）に従って初期化誘導し，iPS 細胞
株の樹立を試みた。 

(3) 分離培養した歯肉線維芽細胞をマイト
マイシンCで処理することによって増殖
能を不活性化し，これらをフィーダー細
胞として用いて，ヒト歯肉線維芽細胞由
来 iPS 細胞の増殖維持（継代培養）につ
いて検討した。また，自己フィーダー細
胞上で培養されたiPS細胞における未分
化細胞マーカーの遺伝子発現をPCR法で，
DNA メチル化状態を bisulfite シークエ
ンス法で解析し，従来のマウス SNL フィ
ーダー細胞で樹立されたヒトiPS細胞と
比較検討した。 

４．研究成果 
(1) 患者歯肉からの歯肉線維芽細胞の分離

培養は，従来のウシ胎児血清を用いた培
地の代わりに線維芽細胞用無血清培養
液を用いても可能であることが明らか
となった（図１）。 

図１ 患者歯肉から「線維芽細胞用無血清培
養液」を用いて分離培養した歯肉線維芽細胞 

(2) 歯肉線維芽細胞を用いることで，エピソ
ーマルプラスミドベクターの導入によ
って，ヒト iPS 細胞の樹立に成功した。
樹立した iPS 細胞は，形態的に ES 細胞
様コロニーを示し，多能性幹細胞マーカ
ーであるアルカリフォスファターゼ
（ALP）に陽性を示すとともに，ES 細胞
特異的遺伝子の発現を示した（図２）。 

図２ 患者歯肉線維芽細胞からエピソーマ
ルプラスミドを用いて樹立した iPS 細胞 

(4) 分離培養した歯肉線維芽細胞は，従来の
マウス SNL フィーダー細胞と同様に iPS
細胞の培養を維持した。歯肉線維芽細胞
をフィーダー細胞として継代培養を重
ねた iPS 細胞は，ES 細胞様のコロニー形
態および ALP 活性を示し（図３），未分
化細胞マーカーの遺伝子の発現および
DNA メチル化状態を維持していた。 

図３ 歯肉線維芽細胞をフィーダー細胞に
用いて培養した iPS 細胞。ALP 染色により赤
色を呈している。 



これらの成果は，本研究目的である動物
由来成分およびウイルスフリーのiPS細
胞の作製が，患者由来の歯肉線維芽細胞
を用いることで可能であることを示唆
している。 
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