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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト歯髄細胞(dental pulp cell;DPC)からiPS細胞誘導を行う過程において、
低酸素を限られた期間のみ使用し、その誘導効率を上げることに成功した。この方法は、若年者のDPCのみならず、樹
立効率の低い高齢者のDPCにも有用であり、iPS細胞による再生医療を高齢者に用いる上で、自家移植の可能性を高めた
。また、この方法は、線維芽細胞を用いた既発表の論文とは低酸素培養の条件（期間）が異なるものであり、細胞によ
り条件の検討が必要であることを示し、iPS細胞研究にも寄与したものと考える。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia enhances the reprogramming efficiency of human dermal fibroblasts to 
become induced pluripotent stem cells (iPSCs). Because we showed previously that hypoxia facilitates the 
isolation and maintenance of human dental pulp cells (DPCs), we examined here whether it promotes the 
reprogramming of DPCs to become iPSCs. Unlike dermal fibroblasts, early and transient hypoxia (3% O2) 
induced the transition of DPCs to iPSCs by 3.3- to 5.1-fold compared with normoxia (21% O2). The 
resulting iPSCs closely resembled embryonic stem cells as well as iPSCs generated in normoxia, as judged 
by morphology and expression of stem cell markers. Therefore, we conclude that hypoxia, when optimized 
for cell type, is a simple and useful tool to enhance the reprogramming of somatic cells to become iPSCs.
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまでに今後の再生医療への貢
献を目的に、医療廃棄物として処理されてい
た抜歯後の智歯より200ライン以上の歯髄細
胞（Dental Pulp Cell : DPC）を樹立した。
若年者の智歯、とりわけ未成熟の智歯から得
られた DPC は高い増殖能と分化能（ステム
ネス性）を有していたが、継代培養をするに
つれこのステムネス性が低下することが明
らかとなり（文献 1,2）、ステムネス性の維持
が重要な検討対象となった。そこで、DPC を
低酸素下（3％O２）で培養したところ、増殖
能が向上し、組織量が少なく採取・樹立が困
難であった高齢者の抜去歯からも、DPC を効
率的に樹立することが可能となった。また、
ステムネス性も維持されることがわかった
（文献 3）。 
近年、iPS 細胞を再生医療へ応用するため

の検討が多くの施設で行われ、我々も若年者
の DPC から iPS 細胞への誘導を試み、高率
に誘導することに成功し、DPC が iPS 細胞
の供給源として極めて有用であることを示
した（文献 4）。しかしながら、高齢者の DPC
から iPS 細胞への誘導では、誘導効率が若年
者に比べて極めて低く、再生医療へ活用する
ためには誘導効率の向上が必要不可欠であ
った。そこで我々は、若年者のヒト線維芽細
胞から iPS 細胞誘導を行う際に、低酸素濃度
下での培養により、誘導効率が向上したとの
いう報告（文献 5）に注目し、本研究を計画
した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高齢者から得られた DPC を

iPS 細胞へ誘導する過程において、低酸素下
での培養が有効であるかを検証するとと伴
に 、iPS 細胞化に最適な誘導条件についても
検討を行い、誘導効率の向上を目指す。また、
高齢者から得られた DPC の iPS 細胞化効率
が低い理由や低酸素が DPC に与える影響に
ついても検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 岐阜大学大学院医学系研究科にて倫理審
査委員会の指針に従って、研究協力の同意の
得られた患者の歯牙から樹立した DPC 株を
用いる。DPC を低酸素培養下で iPS 細胞へ
誘導し、最も高率に樹立し、安定して継代培
養のできる培養条件を検討する。 

iPS 細胞への誘導は、山中研究室より技術
移転された、従来のレトロウイルス法による
遺伝子導入を用い、 DPC に４遺伝子
（Oct3/4・Sox2・Klf4・c-Myc）を導入する。
形成されたコロニーは形態とアルカリフォ
スファターゼ染色により ES 細胞様コロニー
を iPS 細胞コロニーとして計測する。 
 
(2)低酸素条件下で樹立された iPS 細胞の正
常解析を行い、性質の違いがあるかを検証す
る。 

・長期培養での増殖曲線。 
・real time PCR および免疫染色による未分
化マーカー・分化マーカーの発現を検討する。 
・EB を介した分化誘導を行い、三胚葉系の細
胞（神経、筋肉、腸管上皮）マーカーの発現
を解析する（免疫染色、real time-RCR）。 
・免疫不全マウスへ移植し、三胚葉組織を有
するテラトーマへの形成能を評価する。 
 
(3)低酸素培養下での DPC の性状解析を行い、
得られた結果のメカニズム考察を行う。 
 
４．研究成果 
 DPC の培養に最適な低酸素濃度については
先に発表した論文を参考に（文献 3）、3%O2
と仮定し、通常酸素濃度（21%O2）との比較
を行った。DPC から iPS 細胞への誘導は、山
中氏らが用いた従来のレトロウイルス法に
より、Oct3/4・Sox2・Klf4・c-Myc の 4 遺伝
子を導入した。この方法では、①レトロウイ
ルスによる遺伝子導入、②フィーダー上での
維持培養の 2つのステップがあり、それぞれ
の期間を低酸素にすることにより、iPS 細胞
への誘導効率がどのように変化するのかを
検討した。使用した DPC 株は若年者の
DP31(14yrs) 、 DP54(19yrs) と 高 齢 者 の
DP185(62yrs)を選択し、生じた現象が幅広い
年齢層で普遍的であることを確認できるよ
うにした。 
 iPS 細胞へ誘導を行い、上記②の期間を
3%O2 にしたところ、①の期間の酸素濃度に関
係なく、iPS 細胞誘導が強く抑制されること
が分かった。一方で、②の期間を21%O2とし、
①の期間を 3%O2（図 1の H）または 21%O2（N、
すなわち通常条件）としたところ、ES 細胞様
コロニーが 3.3～5.1 倍に、アルカリフォス
ファターゼ陽性細胞コロニーが 1.9～3.2 倍
に増加した（図 1A）。未分化マーカーである
Nanog の発現量も 3%2 の方が有意に高かった
（図 1B）。すなわち、①期間を 3%O2 に、②期
間を 21%O2 にすることで、iPS 細胞への誘導
効率を上昇させることができる。 
 

図 1 低酸素培養下での iPS 細胞誘導 
 
 このようにして低酸素培養下で作成され
た iPS 細胞は、ES 細胞様の形態を呈し（図
2A）、アルカリフォスファターゼ活性を認め
た（図 2B）。また、免疫染色では、ES細胞の



未分化マーカーである Oct3/4・SSEA4・TRA1・
TRA81 が発現し、分化マーカーである SSEA1
は発現していなかった（図 2C-G）。Real-time 
PCR 法では、未分化マーカーである Oct3/4・
Klf4・Sox2（いずれも内因性のもの）と Rex1
の発現量が、ES 細胞や 21%O2 下で作成した
iPS 細胞と同等量であることを確認した（図
2H）。さらに、得られた iPS 細胞をヌードマ
ウスの精巣に移植したところ、テラトーマが
形成され、三胚葉組織が形成されることを確
認した（図 2I-K）。これらの結果から、低酸
素培養で樹立された iPS 細胞は ES 細胞や通
常酸素条件で樹立したiPS細胞と同等の未分
化性と多分化能を有していることが分かっ
た。 
 

図 2 低酸素培養下で樹立した iPS 細胞の性
状解析 
 
 低酸素培養によりiPS細胞の樹立効率が高
まったメカニズムを検討するため、低酸素培
養下 DPC の遺伝子発現の変化を、マイクロア
レーを用いて比較した（図 3）。 
 

図 3 低酸素培養下での DPC の遺伝子変化 
 
 低酸素下で発現上昇するものとして、我々
は CDH1(E-cadherin)に注目をした（図 4：
real-time PCR でも確認した）。CDH1 は上皮
系の分化マーカーであり、iPS 細胞へリプロ
グラミングされる上で、間葉上皮移行の重要
な因子の一つであることが報告されている
（文献 6）。そのため、今回の現象のメカニズ

ムとして、低酸素が DPC の間葉上皮移行を促
すように働いたと考えられた。 

図４ 低酸素培養下での DPC の CDH1 発現量 
 
 また、本研究ではリプログラミングの促進
因子として mir-302 にも注目し（文献）、
microRNA の解析も行ったが、有意な結果を得
ることはできなかった。 
 
 本研究では、DPC から iPS 細胞誘導を行う
過程において、低酸素を限られた期間のみ使
用し、その誘導効率を上げることに成功した。
この方法は、若年者の DPC のみならず、樹立
効率の低い高齢者のDPCにも有用であり、iPS
細胞による再生医療を高齢者に用いる上で、
自家移植の可能性を高めた。また、この方法
は、線維芽細胞を用いた既発表の論文（文献
5）とは低酸素培養の条件（期間）が異なる
ものであり、細胞により条件の検討が必要で
あることを示し、iPS 細胞研究にも寄与した
ものと考える。 
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