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研究成果の概要（和文）：エレクトロポレーション（EP）法とは非ウイルス遺伝子導入法の1つで、細胞に電流
を流して細胞膜に一過的な穿孔を作り細胞外にある核酸を細胞内に取り込ませる方法である。EPによる遺伝子導
入条件は「電圧、時間、回数」で制御されるが、ヒトやマウスなど細胞の違いや臓器や組織などの違いによりそ
の最適条件は異なる。本研究では乳歯歯髄細胞（HDDPC）への遺伝子導入条件の検討を行い、最適な条件を検討
した、また、その条件においてHPP-HDDPC（低ホスファターゼ患者由来乳歯歯髄細胞）へのALP発現ベクター導入
によるALP過剰発現細胞株の樹立を試み、続いて樹立されたALP-HPPHDDPCについての解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Electroporation (EP) is a non-viral gene transfer method in which an 
electric current is applied to cells to create transient perforations in the cell membrane, allowing
 nucleic acids located outside the cell to be incorporated into the cell. However, the optimal 
conditions differ depending on the differences in cells, organs, and tissues, such as human and 
mouse. Therefore, in this study, we examined the optimal conditions for gene transfer to deciduous 
dental pulp cells (HDDPC) and attempted to establish ALP-overexpressing cell lines by introducing 
ALP expression vectors into HPP-HDDPC (deciduous dental pulp cells derived from low-phosphatase 
patients) under these conditions, and subsequently, established The established ALP-HPPHDDPCs were 
then analyzed.

研究分野：小児歯科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　低ホスファターゼ症患者は、全身的な問題だけでなく、小児期より歯の早期脱落、嚥下障害、口腔機能発達不
全など口腔内の問題も認め、乳歯の早期脱落を契機に低ホスファターゼ症（HPP）と診断されることが多く、歯
科が重要な役割を果たし得る疾患である。本研究では、先天的にALP活性が低下したHPP患者由来乳歯歯髄細胞に
対して、遺伝子工学的処置（ゲノム編集）を行い、ALP遺伝子を本来の遺伝子型へと修正することで、乳歯歯髄
細胞におけるALPの役割の一部が細胞レベルで明らかとなった。この結果はHPP患者への細胞療法につながり、ひ
いてはテーラーメイド型再生医療の基礎的研究への波及効果も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(１) 低ホスファターゼ症（HPP）は、alkaline phosphatase (ALP)遺伝子変異により発症し、本邦
では主に ALP 遺伝子上の c.1559delT変異、p.F327L変異が多い１）。HPPは多様な症状を
呈し、骨欠損、呼吸不全、てんかん発作、運動発達遅滞、精神発達遅滞、易骨折などの全
身的な問題の他、口腔機能発達不全、嚥下障害、歯の早期脱落などの口腔内の問題を認め
る１）。ALP遺伝子ノックアウト（KO）マウスを用いた基礎的研究では、ALP減少は個体
の生理機能にほとんど影響しないことから、ヒトとマウスでの ALPの役割は大きく異な
る可能性がある。 

 
(２) 我々は健常な小児より得た乳歯歯髄細胞（HDDPC）の幹細胞特性が個人間で異なること
を見出した。５人の被験者のうち２人は、ALP 高活性を示した。しかもこれら細胞は、
他の被験者よりも初期化因子導入による iPS 細胞化を受けやすいこと、言い換えれば、
リプログラミングされ易いという特徴を示した。更に、高い増殖能を持ち、OCT3/4 や
NANOGといった幹細胞マーカーの発現も認められた２）。 

 
以上から、「ALP活性の上昇は、細胞の未分化状態と非常によく相関する」と考え、ALP
が幼若な未分化性に関連すると判明しているとは言え、それが単なる未分化マーカーに
留まるのか、または、細胞の未分化性維持に何らかの積極的な役割を果たしているかは、
未だ十分には解明されていない。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、先天的に ALP活性が低下した HPP患者由来の HDDPC（以下、HPP-HDDPC）に
遺伝子工学的な操作（ALP発現ベクターの遺伝子導入）を加え、これら遺伝子改変細胞と親株の
HPP-HDDPC 間で比較検討することで、HDDPC における ALP の役割を細胞レベルで明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(１) 乳歯歯髄細胞への高効率な遺伝子導入条件の検討 
健常児脱落乳歯から歯髄を採取し、酵素処理後、10%FBS（Equitech Bio）添加MEMα（Wako 

Pure Chemical Industries）にて 5% CO2、37℃で培養し、HDDPC を単離した。NeonⓇ 
Transfection system（Invitrogen）を用いたエレクトロポレーション（EP）法にて、HDDPCへ
plasmid DNA pTd-Tomato （赤蛍光遺伝子発現ベクター）と pTrans （Transposase遺伝子発現
ベクター）を全 24条件で共導入した。導入後、2日目に赤蛍光画像を撮影し、それを分析
ソフト ImageJにて各条件での遺伝子導入効率の解析を行い、最適条件を検討した。 

 
(２) HPP-HDDPCへの ALP発現ベクター導入による ALP過剰発現細胞株の樹立 

HPP-HDDPC への ALP 発現ベクターの遺伝子導入には、human non-tissue-specific ALP 
（TNSALP）cDNA と neomycin 耐性遺伝子（neo）を搭載する発現ベクターpTNSALP を使
用した。これを基に piggyBac系ベクターに構築し直し、最終的にトランスポゾンベクター
pT-TNSALPを構築した。HPP-HDDPCに pT-TNSALPを NeonⓇにて遺伝子導入し、neoを含
む培地で細胞を選別した。生じたコロニーを拾い、拡大させた後、ALP 活性検出キットを
用いて ALPタンパク質発現の有無を調べた。in vitroでの細胞挙動（増殖速度、細胞間接触、
細胞形態、多分化能など）について親株の HPP-HDDPCと比較検討した。 

 
４．研究成果 
(１) HDDPCの取得： 
健常児脱落乳歯から歯髄を採取し、酵素処理後、MEMα(10%FBS)にて 5% CO2、37℃で培
養することで HDDPCを単離した。 
 
遺伝子導入： 

NeonⓇを用いた EP法にて、HDDPCへ２種の plasmid DNA（pTd-Tomatoと pTrans）を共
導入した。EP条件は、電圧：1300～1800mV, 時間：10～20ms, 回数：1～3回の組み合わせ
で行い、cuvette当たり 104個の細胞に遺伝子導入後、24- well plate内の wellへ細胞を播種
した。 
 
遺伝子導入効率の判定： 
導入後、2 日目に赤蛍光画像を取り込み、それを分析ソフト ImageJ にて各条件における
遺伝子導入効率の解析を行ったところ、電圧は 1300から 1600mVにかけて電圧が高いほど
遺伝子導入細胞数は増加したが、1700 mV 以上では、遺伝子導入細胞数は減少した。時間



は 10ms と 20ms で比較すると、20ms の方が遺伝子導入細胞は多かった。“1300mV, 10ms, 
1pulse”の条件では蛍光細胞が最も少なく、“1600mV, 20ms, 1pulse”で蛍光細胞が最も多く (図
１) 、全 24の導入条件を検討した結果、HDDPCにおいては“1600mV, 20ms, 1pulse”が最適
な条件であると考えられた（図２）３）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(２) HPP-HDDPCへの ALP発現ベクター導入： 

HPP 患児の乳歯歯髄より初代培養細胞を 35mmDish に播種し、MEMα(10%FBS)にて 5% 
CO2、37℃で培養し、３継代後に（１）で得られた条件にて、pTNSALPを遺伝子導入した。
４日後から neomycin（G418）800µg/mL (TaKaRa Bio Inc.)にて選別し、生じたコロニーをピ
ックアップし２継代後に ALPタンパク質の発現を調べたところ、AJPタンパク質の発現を
認め、親株と比較し、細胞増殖能が増強されていた（図３）。 
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