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研究成果の概要（和文）：インテグレーションフリー・フィーダー細胞フリー・無血清条件にて、鎖骨頭蓋異形成症(C
CD), Noonan、Von Recklinghousen病、基底細胞母斑症候群、Cawden症候群の患者歯髄細胞、末梢血単核球細胞及び疾
患組織細胞より疾患特異的iPS細胞を樹立し長期間に継代培養が可能であった。これらiPS細胞は各種未分化マーカー遺
伝子を発現し、iin vitro 及びin vivoにおいて三胚葉への分化能を有していた。CCD及びNoonan由来iPSCによるテラト
ーマの軟骨組織は疾患症状に合致した軟骨基質が貧弱な組織像を示し、疾患特異的iPSは疾患研究に有用であることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have successfully established and long-term cultured iPS cells from the pulp 
cells and peripheral blood mononuclear cells derived from Cleido cranial dysplasia, Noonan, 
VonRecklinghousendisease, basal nevoid cell carcinoma syndrome in serum-, feeder-,and integration-free 
culture. These cells exhibited several pluripotent gene expression and differentiation abilities in vitro 
and in vivo.The teratoma tissues derived from CCD-iPS cells and Noonan-iPA cells exhibited abnormal 
cartilage structures similar to the patient's cartilage. These results strongly suggest that 
disease-specific iPS cells might be very useful to elucidate mechanism these diseases.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 無血清培養　顎骨・歯胚誘導　iPS細胞　センダイウイルスベクター　無フィーダー培養　鎖骨頭蓋異形
成症　Noonan症候群　基底細胞母斑症候群
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1. 研究開始当初の背景  
	
 歯および顎骨の再生は、歯科医学や再生
研究分野における課題の１つである。その
ソースには、ES細胞、iPS細胞や組織幹細胞
があげられる。特に、ES細胞は、その多能
性・自己複製能を兼ね備えた万能細胞とし
て様々な組織への分化制御の研究が進めら
れている。一方、iPS細胞は、そのがん化が
問題になっているものの、患者自身の細胞
から誘導が可能なため、倫理面での問題が
低くその応用が期待されている。また、発
生学分野で積み重ねられた基礎研究をさら
に発展させ、未分化細胞からの歯胚形成や
顎骨誘導の分子メカニズムを解明し、in	
 
vitro及びin	
 vivoでの顎骨および歯胚の誘
導法を確立する必要がある。	
 
	
 アクチビンAは1989年に浅島らにより中
胚葉誘導活性因子として明らかにされて以
来、分化誘導因子として認識され、アクチ
ビンAの濃度によりアフリカツメガエル
(Xenopus)胚・予定外胚葉領域未分化細胞か
ら筋肉、神経、眼、腎臓、膵臓、腸など、
中胚葉組織だけでなく内胚葉器官も誘導す
ることができることが明らかにされている。
このような器官形成や再生におけるプログ
ラムは、脊椎動物の発生過程において、種
を越えて保存されていることが明らかにさ
れつつある。	
 
	
 我々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、
Xenopus胚予定外胚葉領域未分化細胞から
アクチビンAにより試験管内で下顎組織を
誘導することに成功した(Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA., (2002) 99:15474-79.)。また、
Xenopus未分化細胞を長期培養可能な無血
清培地 (RDX) を開発した (Devel Growth 
Differentiation (2003) 45, No. 5-6, 499-506.)。
さらに、同予定外胚葉領域未分化細胞から
胚様体再集合培養法でアクチビンAにより
試験管内で神経堤を誘導し、それを幼生腹
部に移植し歯胚を誘導することに成功した
(Int. J Devel Biol (2004) 48 (10):1105-12)。ま
た、その結果を哺乳類に発展させるために、
フィーダー細胞を用いずにマウスES細胞の
未分化性と多分化能を長期間維持できる無
血清培養系を開発した(In Vitro Cell Devel 
Biol. (2005) 41:19-28. Stem Cells, (2007) 
Dec;25(12):3005-15.)。このように、無血清
胚様体培養法を用いて、Xenopus胚未分化細
胞に下顎の位置情報を付与することで、効
果的に顎を誘導でき、さらに幼生腹部に移
植することにより歯の誘導にも成功した。	
 
 
２．研究の目的  
	
 本研究では、アフリカツメガエルにおいて
明らかにされているような初期発生における
アクチビンAなどの形態形成因子による組織
分化誘導ならびに体軸形成プログラムを、ヒ
ト iPS(hiPS)細胞の無血清エンブリオイドボデ
ィ(Embryoid body:胚様体)培養系で再現できる
条件を開発する。 次に、hiPS細胞から培養系
で神経堤の位置情報をもつ細胞を誘導する条
件を開発する。またさらに口腔顎顔面疾患由
来iPS細胞を樹立し、口腔顎顔面組織および歯
の発生プログラムを明らかにする。  

３．研究の方法  
	
 広島大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理
委員会にて承認を得た研究計画（第ヒ-58号）	
 
ヒト iPS細胞誘導および樹立研究に関しては、
広島大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究として、 
・	
 口腔顎顔面領域に病変を有する遺伝子疾
患患者および健常者由来細胞からの人工
多能性幹細胞樹立に関する研究（承認番
号：第ヒ-５８号） 

・	
 ヒト由来細胞（間葉系幹細胞、口腔癌細
胞、上皮細胞）を用いたヒト人工多能性
幹細胞 hiPS 細胞の作成（承認番号：第
ヒ-２３-５５）の承認を得て行った。 

また、顎顔面口腔疾患の遺伝子診断は、広島
大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究として、 
・口腔顎顔面領域に病変を有する遺伝子疾患
患者の遺伝子変異およびその遺伝子診断に
関する研究（承認番号：第ヒ-72 号）に基づ
き行った。 
また、遺伝子組み換え動物実験としては、 
・	
 スキッドマウスを用いたマウス人工多能
性幹細胞の腫瘍形成能に関する研究（承
認番号２２−８２）	
 

・	
 マウス人工多能性幹細胞を用いたキメラ
マウス形成能に関する研究（承認番号２
２−８３）、	
 

に基づいて行った。	
 
	
 広島大学病院 顎・口腔外科を受診し同意が
得られた顎顔面口腔領域の遺伝子疾患患者よ
り得た末梢血単核球あるいは疾患組織細胞か
ら、我々が開発した無血清培地hESF9とセン
ダイウイルスベクター (SeVdp(KOSM)、
SeVdp(KOSM)302L：独立法人産業技術研究
所より供与)を用い、遺伝性顎顔面口腔疾患特
異的iPS細胞を樹立する。同ベクターは初期化
４遺伝子が一つのベクターに搭載されており、
さらにゲノムDNAへランダムな遺伝子挿入
が起こらず、高効率で安全なヒトiPS細胞が樹
立可能である（下図）。	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

続いて、無血清・無フィーダー下で誘導・樹
立した健常人由来iPSCをBMP-4処理群(因子
A)と、Nodal処理群（因子B）の胚様体を適切
な比率で混合し、またさまざまな処理時間・
処理濃度で無血清再集合オーガノイド体培養
し、頭部神経堤特異的及び下顎の位置情報を
有する軟骨組織を誘導することを試みた（下
図）。 
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４．研究成果	
 
1)	
 インテグレーションフリー・フィーダ
ー細胞フリー・無血清系での正常 iPS 細
胞および疾患特異的 iPS 細胞の樹立	
 
	
 インテグレーションフリー・フィーダー細
胞フリー・無血清条件にて、鎖骨頭蓋異形成
症(CCD)、Turner、Noonan、ミトコンドリ
ア病、Von Recklinghousen 病、基底細胞母
斑症候群、Cawdenの患者歯髄細胞、末梢血
単核球細胞および疾患組織細胞より疾患特
異的 iPS 細胞を樹立した（次頁図）。また、
これら iPS細胞は無血清・無フィーダー培養
系で長期間に渡り継代培養が可能であった。
これら iPS細胞は各種未分化マーカー遺伝子
を発現しており、また in vitro および in vivo
において三胚葉への分化能を有していた。 
凍結保存はガラス管法を用い、また、患者由
来細胞のマイクロサテライトマーカーを
STR 解析で同定・確認し、iPSC が間違いな
く患者由来であることを確認している。 
 

	
 
2) 健常人由来および疾患特異的 iPSCの in 
vitroでのオーガノイド体形成による分
化・組織構築  
	
 無血清・無フィーダー下で誘導・樹立した
健常人由来 iPSCを BMP-4処理群(因子 A)
と、Nodal処理群（因子 B）の胚様体を適切
な比率で混合し、無血清再集合オーガノイド
体培養し、頭部神経堤特異的及び下顎の位置
情報を有する軟骨組織の誘導を認め、これら
オーガノイド体に顎・に顎・顔面の位置情報
を付与することに成功した（上図）。また適
切な処理時間・処理濃度により、顎顔面の位
置情報を有する軟骨組織の誘導にも成功し
た。本オーガノイド体形成法は遺伝性顎顔面
口腔疾患特異的 iPSCの分化能を検討する上
で非常に有用である。 
 
 
 
 
 

3) テラトーマ形成法を用いた検討	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 
CCD由来iPSC(Runx2遺伝子exon3, 
674G>A)あるいはNoonan由来iPSC（H-Ras
遺伝子exon5, 458>T：下図）は、 

 

 

SCID マウス背部皮下に移植するとテラトー
マを形成するが、これら疾患 iPSC 由来テラ
トーマでの軟骨組織像は正常軟骨組織像と
大きく異なり、臨床症状に合致した軟骨基質
が貧弱な組織像を示した（下図）。 

 

4) Cawden症候群患者由来疾患特異的
iPS細胞の樹立と同細胞を用いた遺伝子
解析  

	
 癌抑制遺伝子Pten遺伝子変異に基づく
Cawden症候群患者（舌、口蓋の多発性乳頭
腫、口角疣贅腫瘤、咽頭多発乳頭腫）のDNA
をMiSeq次世代シークエンサーで
TrusightOneシーケンシングパネルを用いて、
4813遺伝子の全エクソンをシークエンスし
VariantStudioにて解析し、塩基変異領域と疾
患との関係を分析した結果、PTEN遺伝子の
ヘテロ変異を認め、Codon 341, 
PhenylalanineのLeucineへ置換、codon 
343 Valineのstop codonへの置換が示唆さ
れた。その結果、本患者の変異PTEN蛋白
はcodon342以降のC-末端側が欠損してい
ることが考えられた（事頁図）。Pten遺伝子
変異に加えて、塩基の変異カ所数は9354カ所、
アミノ酸置換など機能変化が予想されるもの
は2751カ所、欠失は231カ所に認めた。特に、
BRCA2, MTHFR, IL7R, IL4Rなど複数の癌
関連遺伝子の変異を伴っていることが判明し
た。このように、１遺伝子変異に基づく症候
群においても、複数の遺伝子変異を伴ってい
ることが明らかとなった。	
  



 

 

 

まとめ  

	
 本研究で使用した無血清培地(hESF9)は精
製された因子のみから成り、異種動物や他人
の細胞由来蛋白・ウイルスなどの感染物質の
混入の恐れがなく、移植医療応用の際に拒絶
反応を引き起こす危険性のある抗原物質を回
避することが可能となる。また、血清などの
未知の蛋白や不定要素が全く含まれておらず、
培地中に含まれる成分はすべて明らかである
ことから、本無血清培養系を用いることで、
ヒトiPS細胞の増殖・分化を制御する各種因子
の検討が標準化できると共に、移植医療のソ
ースとしての安全性の向上や創薬スクリーニ
ングへの応用といった、安全で確実な再生医
療の実現が可能となると考えられる。また、
オーガノイド培養法を用いた分化誘導法は、
顎顔面領域の発生機構の解析のみならず、今
後の再生医療への応用においても有用な手法
であると考えられる。 
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