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研究成果の概要（和文）：歯槽骨、顎骨の欠損は患者のQOLを低下させる原因となる。近年、線維芽細胞から軟骨細胞
へとダイレクトリプログラミングする手法が報告されている。そこで本研究では歯肉線維芽細胞をダイレクトリプログ
ラミングすることで、骨芽細胞を誘導する手技の研究を行った。エレクトロポレーション法による遺伝子導入でRNUX-2
、BMP-4の遺伝子発現を確認した。

研究成果の概要（英文）：A loss of an alveolus bone and a jawbone will be the cause which makes patient's 
QOL fall. The method of direct reprogramming　is reported to chondrocytic from fiber blastic in recent 
years. Therefore we studied the procedures to guide osteoblasts using the direct reprogramming method 
from human gingival fibroblast cells in this study.The genetic manifestation of RNUX-2 and BMP-4 was 
confirmed by genetic introduction by electroporation way.

研究分野： 再生医療

キーワード： ダイレクトリプログラミング

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腫瘍や外傷などで生じた顎骨欠損に対し、
骨移植に代わる治療法として細胞工学的な
手法を応用した低侵襲で効果的な顎骨再生
療法を開発することは、口腔外科領域におい
て重要な課題である。Tissue Engineering に
よる組織の再生には、細胞、基質、調節因子
の 3 つが重要な役割を果たしているが、再生
医療に用いる細胞源として、骨髄や脂肪組織
に含まれる間葉系幹細胞（MSC）などの組織
幹細胞に加え、無限増殖と多分化能を兼ね備
えた多能性幹細胞（ES 細胞、iPS 細胞）が
用いられている。このうち骨髄由来の MSC 
は顎骨の再建に期待されているが、骨髄の採
取には得られる細胞数が少ないことや、侵襲
が大きいといった問題がある。そこで、申請
者の研究室では歯科口腔外科医が採取する
こと可能で、侵襲が比較的少ない、歯髄・歯
根膜、あるいは頬脂肪体組織（B-ADSCs）か
ら MSC を採取し、骨組織の再生のための有
用な方法の開発を進め一定の成果を得るこ
とができた。 (Ikeda, et al. 2011 Shiraishi et 
al, 2012 )。B-ADSCs の免疫組織学的な評価
では、間葉系幹細胞のマーカーである、
STRO-1 の 発 現 が 認 め ら れ た 。 ま た
B-ADSCs の FACS では CD-90 , CD-105 , 
Stro-1 陽性細胞の存在を確認した。 
歯根膜由来幹細胞、B-ADSCs をそれぞれ骨
芽細胞へと分化させ,Vivo で評価を行った所、
骨形成が確認された。NIH イメージングを
用いた評価では、強力な骨分化因子である
rhBMP-2 と伴にこれらの MSC を培養する
ことで、より多くの骨様組織が形成されるこ
とが判明した。しかし、これらの培養細胞の
増殖・分化能には個体差が大きく、得られた
骨芽細胞様細胞は質量ともにバラツキがあ
り、また培養操作には多大な労力と経費を要
することも明らかとなった。一方 2006 年山
中らはマウス繊維芽細胞に Oct3/4、Sox2、
Klf4、c-Myc などの転写因子を導入すると、
多分化能と自己複製能を合わせもつ iPS 細
胞が得られることを報告した(Takahashi et 
al. 2006)。この iPS 細胞を用いた、病因の解
明、新薬の開発、再生医療が大きく期待され
ている。近年 iPS 細胞の樹立方法・分化誘導
法は改善され、その安全性や効率は高まりつ
つある。一方で、iPS 細胞ができる効率は 0.1
～1%と低いこと、リプログラミングまでに 2 
週間要すること等の問題点がある。また、iPS 
細胞を作成し目的とする細胞へ分化させた
際に未分化な細胞が残っていると、奇形腫を
発症する危険性がある。 
 近年これらの問題点を解決する試みとし
て、体細胞（線維芽細胞）を iPS 細胞を介さ
ずに直接別の組織の組織幹細胞や前駆細胞
に変換する、ダイレクトリプログラミングの
手法が研究され報告されている（Son et al. 
2011, Sekiya et al. 2011）。ダイレクトリプロ
グラミングとは複数の転写因子を体細胞に
導入し、体細胞を直接目的とする細胞へ分化

転換させる方法である。このダイレクトリプ
ログラミングの手法を用いて、線維芽細胞か
ら「心筋細胞」や「肝細胞」が作成されてい
る。また、Tumaki らはマウス皮膚繊維芽細
胞培養に c-Myc と Klf4 の 2 つのリプログ
ラミング因子と、1 つの軟骨誘導因子 SOX9 
を導入することで軟骨細胞様細胞を誘 
導できるとしている（Tumaki et al 2011）。
体細胞を iPS 細胞へとリプログラミングさ
せ目的とする細胞へ分化させた場合、50 日
程度の期間を要していたが、ダイレクトリプ
ログラミング法では、目的細胞へ分化させる
までに要する期間は 2 週間程度であり、誘導
の短期化が可能となる。また、リプログラミ
ングを行わないため未分化な細胞が存在せ
ず奇形腫形成の危険性が低いという利点が
ある。 
そこで申請者はこのダイレクトリプログ

ラミングの手法を骨組織の再生にも応用で
きると考え、細胞源として歯肉線維芽細胞を
用いたダイレクトリプログラミング法によ
り骨芽細胞様細胞を作成するという発想に
至った。 

 
２．研究の目的 
口腔外科領域では再生医療を応用した歯

槽骨、顎骨の再建が研究されている。この再
生医療に用いられる細胞ソースとして間葉
系幹細胞などの組織幹細胞や、人工多能性幹
細胞（iPS）が期待されているが、これらの
細胞の臨床応用にあたっては、組織 
幹細胞の培養期間の短期化、iPS の腫瘍形成
の抑制などまだ克服すべき課題も多い。近年、
線維芽細胞から iPS 細胞を介することなく
心筋細胞へと分化させる、ダイレクトリプロ
グラミングの手法が発表され注目を浴びて
いる。ダイレクトリプログラミングは腫瘍形
成の可能性が低く、目的とする細胞への誘導
期間が短いといった利点がある。そこで本研
究では、口腔外科医でも容易に採取すること
が可能な歯肉線維芽細胞をダイレクトリプ
ログラミングすることで骨芽細胞様細胞を
誘導し、骨欠損部へ応用することで、効果的
な顎骨の再生を可能とする治療法の創出を
目指す。 
再生医療に用いる細胞ソースとして、口腔

外科領域で採取が可能な組織は歯根膜・歯髄、
顎骨骨髄、頬脂肪体組織などである。しかし、
歯根膜・歯髄から細胞を得るためには抜歯や
抜髄が必要となる。また顎骨骨髄、頬脂肪の
採取にも比較的大きな外科的侵襲を伴うこ
と と な る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 細 胞 を
homogenity を維持した状態で培養するため
には、熟練した培養技術が必要である。一方、
歯肉線維芽細胞は少ない侵襲で採取するこ
とができ、培養も容易で増殖の速度も早いと
いった利点を有している。さ 
らに、歯肉組織には間葉系幹細胞が存在する
ことが明らかにされている（Egusa et 
al.2010, Anh D. Le et al. 2009 ）。また、歯



肉組織の採取は美容的・機能的に障害が少な
く、治癒が迅速であることからわれわれ歯科
医師が採取できる有用な細胞ソースである。 
本研究では歯肉線維芽細胞に、一部のリプロ
グラミング因子と伴に骨転写因子を導入し
てダイレクトリプログラミングすることで 
骨芽細胞様細胞を誘導し、新たな骨再生の手
技を確立することを目的としている。 
 本研究は、線維芽細胞をダイレクトリプロ
グラミングの手法を用いて骨芽細胞様細胞
へと誘導させる研究で、iPS 細胞が有する欠 
点を補うことができると考えられる。また、
用いる細胞ソースとして歯肉維芽細胞を用
いることで、簡便、廉価な手技で組織の再生 
を図る方法の開発に主眼を置いているとこ
ろが特色である。 
 
３．研究の方法 

Egusa らの方法を基本として歯肉線維芽
細胞の単離を行う。研究に同意が得られた患
者で、デンタルインプラント 2次手術の際に、
歯肉パンチなどを用いて切除した余剰な歯
肉を実験に用いる。採取した歯肉を 10%FBS
含有αMEM 培地を用いて、5%CO2 37℃条
件下に培養する。数日後に歯肉組織片から
outgrowthして得られた細胞が歯肉線維芽細
胞となる。申請者は、現在までに脂肪由来間
葉系幹細胞を使用した骨再生の研究に従事
しており、歯肉からの歯肉線維芽細胞の単離
に技術的な問題点はない。 
効果的な遺伝子導入方法に関する検討。誘

導因子を細胞に作用させる際、従来までの技
術ではレトロウイルスを用いて遺伝子を細
胞に導入していた。この手法は iPS 細胞誘導
に適していたが、導入遺伝子が染色体の不特
定な位置に組み込まれることによって宿主
の遺伝子発現を乱す、導入遺伝子自体の発現
が安定しない、あるいは誘導後も導入遺伝子
が発現したりする問題があった。その結果、
安定な誘導細胞が得られないことや、細胞が
癌化しやすくなるなどの不都合が生じてい
た。そこで、本研究では遺伝子導入にはプラ
スミドを用いたエレクトロポレーション法
を用いる。エレクトロポレーション法の利点
として１）導入する遺伝子量に制限がない 
2）導入時間が極めて短時間である 3）連続
投与が可能であることが挙げられる。申請者
が所属する研究室の研究により、エレクトロ 
ポレーション法は他の遺伝子導入方法に比
べ、効率よく遺伝子導入が可能となることが
判明している。 
 
４．研究成果 
 歯肉線維芽細胞の単離、培養は可能であ

った。 
 ダイレクトリプログラミングの手法を確
立するために、現在までわれわれが使用して
きたヒト脂肪由来肝細胞を用いた遺伝子導
入の検討を行った。誘導因子を細胞に直接作
用させる際従来までの技術ではレトロウイ

ルスを用いて遺伝子導入を行っていた。この
手法は iPS 細胞の誘導に適していたが、導入
遺伝子が染色体の不特定な位置に組み込ま
れることで宿主の遺伝子発現を乱す問題点
があった。そこで遺伝子導入にプレスミドを
用いたエレクトロポレーション法による遺
伝子導入を検討した。エレクトロポレーショ
ン法による遺伝子導入システムとして Neon 
Transfection System を用いた。この結果、
ヒト脂肪由来肝細胞に RUNX-2、BMP-4 を導入
し遺伝子発現を確認した。 
ダイレクトリプログラミングに必要な転

写因子を歯肉線維芽細胞へ遺伝子導入して、
得られた細胞がiPS細胞の状態を得ていない
かを確認する。Nanog の発現は細胞が分化全
能性の維持していることを示しており、iPS
細胞の指標となる。本研究で遺伝子導入した
歯肉線維芽細胞の Nanog の発現を、RT-PCR を
用いて 1,3,5,7 日目に経時的に評価し、ダイ
レクトリプログラミングを行なった場合に
細胞が初期化されていないことを確認する
予定である。 
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