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研究成果の概要（和文）：低ホスファターゼ症（HPP）患者由来の乳歯歯髄細胞（HDDPC）の特性を解析した結
果、アルカリホスファターゼ（ALP）陽性細胞は認められず、山中４因子遺伝子導入によるiPS細胞樹立にも失敗
した。本細胞にALP (TNSALP) cDNA発現ユニットを搭載したpiggyBac（PB）系トランスポゾンベクターpT-TNSALP
 + pT-neo (neo発現ベクター) + pTrans (transposase発現ベクター)を遺伝子導入後、ALP細胞化学染色を実施
した結果、ALP陽性細胞が出現した。しかしながら、細胞の維持・増殖の段階でALP活性を失うことも明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：Characterization of deciduous dental pulp cells (HDDPC) derived from the 
patient with hypophosphatasia (HPP), which is named “HPP-HDDPC”, exhibited no alkaline phosphatase
 (ALP)-positive cells and failure in obtaining iPS cells after transfection with reprogramming 
factors (Yamanaka factors). Two days after transfection of HPP-HDDPC with piggyBac (PB)-based 
transposon vector pT-TNSALP (carrying the ALP (TNSALP) cDNA expression unit), pT-neo (PB-based 
vector carrying neo expression unit) and pTrans (carrying transposase expression unit), some cells 
exhibited staining for ALP activity. Continuous cultivation of those cells under G418 selection 
resulted in successful establishment of ALP-positive cells, which was designated ALP(+)HPP-HDDPC. 
Unfortunately, reduced ALP activity during propagation of ALP(+)HPP-HDDPC was prominent, which often
 disturbed further analysis of ALP(+)HPP-HDDPC.

研究分野：小児歯科

キーワード： 遺伝子工学的手法　アルカリホスファターゼ　ヒト乳歯歯髄細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
目的遺伝子（ALP）欠損細胞への正常な遺伝子の導入による機能回復実験から目的遺伝子の役割を証明する試み
は、歯学系分野では類例がない。本研究ではHPP患者由来、健康小児由来のHDDPCを用い、多分化能性やiPS細胞
形成能の違いを比較することでALPの存在意義を確認した。さらに、HPP患者細胞に正常なALP遺伝子を導入する
ことで、一時的だがALP陽性細胞の出現を確認した。今後、当該細胞の濃縮が成功すれば、細胞の機能解析（多
分化能性やiPS細胞誘導能など）を正確に行うことが出来、更には、人為的操作による細胞分化方向制御が可能
となるため、再生医療の基礎的研究への波及効果が期待できる。

※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 
アルカリホスファターゼ（ALP）は脱リン酸化作用を有する酵素であり、ほとんどすべての生
物で一般的に発現されている。ALP高発現は、胚性幹細胞、体性幹細胞の表現型と強く相関し、
その活性は細胞分化に伴い消失することから、当該細胞を規定する重要なマーカーの 1 つと考
えられている。申請者らは過去の研究から、ALP活性が高いヒト乳歯歯髄細胞（HDDPC）は細
胞増殖性も高く、山中 4 因子（OCT3/4、SOX2、KLF4、L-MYC）導入による iPS 細胞樹立が可
能であること、さらに、幹細胞特異的遺伝子 OCT3/4、SOX2、NANOGの発現も高いことを見出
した。特に、OCT3/4発現は ALP活性が強い細胞にのみ認められたことから、ALP高活性/OCT3/4
陽性細胞は、山中 4因子によりリプログラミングされやすいのではないかと考えた。そのメカニ
ズムを考えた場合、OCT3/4遺伝子の繊維芽細胞等の分化細胞への遺伝子導入は、Wnt発現を上
昇させ、リプログラミング初期に Wntシグナルを活性化させると見られるが、ALP 活性が Wnt
シグナル経路にどのように関与するのか、あるいは、未知の経路で分化細胞のリプログラミング
に関与しているか、などは未だ十分に解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
低ホスファターゼ症（HPP）は、歯の早期脱落、骨形成異常、てんかん様発作、筋力低下、呼
吸障害などの症状を示す先天性疾患であり、ALP遺伝子の変異により ALP活性が低下すること
がその発症の原因と考えられている。HPP患者由来の骨髄間葉系幹細胞（BMMSC）は、骨細胞
への分化能の低下、脂肪細胞への分化能増大という、未分化細胞の分化多能性に関する経路に何
らかの欠陥を示す。組織非特異型 ALP 遺伝子（TNSALP）は Wnt シグナル経路で low-density 
lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6)と相互作用し、GSK-3βのリン酸化を制御し、結果とし
て、BMMSCの多分化能を切り替える signal regulatorとしての役割を担うという報告が最近出さ
れた。 
以上の学術的背景から、「HDDPCの多分化能性維持には ALPが重要な役割を果たす」と考え
た。本研究では、この仮説を検証すべく、 
（１）先天的に ALP活性が低下した HPP患者由来の HDDPC（以下、HPP-HDDPC）と健康小児
由来の HDDPC（以下、N-HDDPC）における多分化能性を比較検討することで、ALP の存在意
義を確認すること 
（２）HPP-HDDPC に ALP 発現ベクターを遺伝子導入し、当該細胞で強制的に発現誘導させる
ことで、N-HDDPC が有する本来の多分化能性が回復するかどうかを検討することで、HDDPC
における多分化能性維持に対する ALPの役割を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、HDDPC の多分化能性維持における ALP の役割を明らかにすることを最終目標
に据え、①HPP-HDDPCの多分化能性と iPS細胞形成能に関する検討、②HPP-HDDPCへの ALP
発現ベクターの遺伝子導入による ALP陽性株の取得、③ALP陽性株の多分化能性と iPS細胞形
成能に関する検討、から HPP-HDDPCの多分化能性維持に関する機能回復の可能性を探る。 
 
（１）HPP-HDDPCおける多分化能性と iPS細胞形成能についての検討： 

HPP-HDDPC に分化誘導剤を与えた場合、神経や骨細胞などの分化細胞へ in vitro で分化でき
るか（多分化能性）、山中４因子導入により iPS細胞が樹立できるかどうか（iPS細胞形成能）を
検討する。申請者らの過去の研究から５種類の N-HDDPCのうち ALP活性の高い２種は、iPS細
胞樹立が可能だったが、ALP低活性の３種からは iPS細胞は樹立できなかった。この結果から、
ALP 活性が殆ど無い HPP-HDDPC では、神経や骨細胞に分化誘導できない（あるいは、どちら
かに偏った分化傾向を示す）、iPS細胞も樹立できないと予想する。 
 
（２）HPP-HDDPCへの ALP発現ベクターの遺伝子導入による ALP陽性株の取得： 

HPP-HDDPCのALP発現ベクターの遺伝子導
入には、TNSALP  cDNAを内蔵する発現ベクタ
ー pTNSALP（Addgeneより購入済み）を使用す
る。これにベクターの宿主染色体への導入を促
進するpiggyBac (PB) 成分を導入し、トランスポ
ゾンベクターpT-TNSALP を作成する（図 1）。
HPP-HDDPCに pT-TNSALP + pT-neo［neomycin
耐性遺伝子（neo）発現トランスポゾンベクター］
+ pTrans (transposase 発現ベクター)を Neon® 
Transfection systemにて遺伝子導入し、G418を含
む培地で細胞を選別する。生じたコロニーを拾

図１：HPP-HDDPC ALP陽性株の樹立 



い、ALP発現の有無を市販のALP活性検出キットを用いて確認する。また、細胞を更に拡張し、最終的
に導入遺伝子をgenomic DNA-PCRで、また、その発現をRT-PCRで確認する。 
 
（３）HPP-HDDPCのALP陽性株における多分化能性と iPS細胞形成能についての検討： 
実験（２）で取得した ALP 陽性 HPP-HDDPC株について、実験（１）と同様に多分化能性と

iPS細胞形成能を検討する。もし、ALP発現ベクターの遺伝子導入により HPP-HDDPCが多分化
能性や iPS細胞形成能を獲得することができれば、HDDPCにおいて ALPは多分化能性の維持に
関与し、かつ、Wnt経路の signal regulatorとしての役割を担っている可能性があると考えられる。  
 
 
４．研究成果 
（１）HPP-HDDPCにおける ALP活性の確認と iPS細胞形成能の検討 
患者から取得した HPP-HDDPCについて、ALP発現の有無を市販の ALP活性検出キットを用
い確認した結果、ALPの発現を認めなかった（図 2左）。この細胞に山中４因子（Oct-3/4, Sox2, 
Klf4, L-Myc）を搭載したプラスミドを Neon® Transfection systemにて導入した。遺伝子導入後 10
日間は 20％牛胎仔血清を含む培地にて培養を行い、以降、マウス胎仔由来 feeder上に細胞を播
種し、iPS 細胞用培地にて培養を行ったが、iPS 細胞樹立はできなかった。この結果は、我々が
考えた仮説（ALP低活性細胞は iPS細胞化しにくい）を裏付けた。 
 
（２）HPP-HDDPCへの ALP発現ベクターの遺伝子導入による ALP陽性細胞の取得 

HPP-HDDPCに ALP発現ベクター
の遺伝子導入を試みた。pT-TNSALP + 
pT-neo + pTrans を HPP-HDDPC に遺
伝子導入後、ALP染色を実施した結
果、ALP陽性細胞の出現を確認した
（図 2右）。更に、G418選別により
ALP陽性細胞ALP(+)HPP-HDDPCを
作製した。 
 
（３）ALP(+)HPP-HDDPCにおける多
分化能性についての検討 

ALP(+)HPP-HDDPC を維持・増殖
させた後、多分化能性を検討した。HPP-HDDPC、ALP(+)HPP-HDDPC、N-HDDPCそれぞれを神
経分化誘導培地で 10 日間培養し、Nissl 染色（神経細胞を特異的に染色）を行った。その結果、
いずれの細胞も Nissl小体を認め、神経細胞への分化を確認した。また、骨分化誘導培地で 2週
間培養した後、アリザリンレッド染色（骨細胞を特異的に染色）を行った結果、N-HDDPCは骨
への分化を認めたものの、HPP-HDDPC、ALP(+)HPP-HDDPCでは骨への分化は認められなかっ
た。同様に、脂肪分化誘導培地で２週間培養後、Oil Red O 染色（脂肪細胞を特異的に染色）を
行った結果、HPP-HDDPC、ALP(+)HPP-HDDPCではわずかに脂肪への分化を認めたものの、N-
HDDPC では脂肪への分化は認めなかった。ALP(+)HPP-HDDPC は、N-HDDPC と同様の分化程
度を示すことを期待していたが、予想に反する結果となった。後の検証では、ALP(+)HPP-HDDPC
の培養過程で ALP 活性が一部消失する現象が見られ、これが上記結果に反映されたのではない
かと考えた。今後、ALP(+)HPP-HDDPC での ALP(+)の有無を厳密に確認しながら、実験を進め
る予定である。 

図２：HPP-HDDPC への ALP発現ベクターの遺伝子導入に
よる ALP陽性細胞の出現 
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