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研究成果の概要（和文）：本研究では、レット症候群と診断された患児から得られたMeCP2欠損乳歯幹細胞を骨
芽細胞に誘導し、その細胞表現型を正常乳歯幹細胞から分化した骨芽細胞と比較し、解析した。MeCP2欠損群で
は、骨芽細胞への分化障害を認め、これにはWnt/βカテニン経路の障害およびミトコンドリア機能の低下が関与
することが明らかとなった。したがって、MeCP2は、脳の発達に重要であるだけでなく、末梢組織では骨芽細胞
分化の制御にも関与していると考えられる。本研究により、レット症候群のMeCP2関連骨症状の分子機序解明と
ともに、Wnt/βカテニン経路やミトコンドリアを標的とした新規治療薬開発のための基礎データを提示できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, deciduous tooth-derived stem cells were obtained from 
children diagnosed with Rett syndrome caused by MeCP2-deficiency. They were induced into 
osteoblasts, and their cellular phenotype was analyzed, in comparison with that of osteoblasts 
differentiated from normal deciduous tooth-derived stem cells. In the MeCP2-deficient group, 
osteoblast differentiation was impaired in association with the impaired Wnt/β-catenin pathway and 
mitochondrial dysfunction. MeCP2 is not only important for brain development, but also may be 
involved in the regulation of osteoblast differentiation in peripheral tissues. This study provides 
basic evidence for elucidating the molecular mechanisms of bone symptoms as well as for developing 
new therapeutic agents targeting the Wnt/β-catenin pathway and mitochondria in Rett syndrome 
associated with MeCP2-deficiency.

研究分野：小児口腔医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レット症候群の研究は、これまで脳を対象にしたものが主体であった。しかし、骨粗鬆症や側弯症などの骨症状
も、患児の生活の質を下げる重要な症状である。本研究では、レット症候群の患児から提供された脱落乳歯に含
まれる幹細胞を用いて、MeCP2欠損により骨芽細胞分化がどのように障害されるかを調べた。本研究は、脱落乳
歯の医学研究への利用可能性を示し、レット症候群の骨症状の発生機序解明と治療薬の開発に役立つと期待され
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。



 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
＜Rett症候群とMeCP2遺伝子変異＞ 

Rett症候群（RTT）は、X連鎖優性遺伝性の神経発達障害の一つであり患者の大部分は女性で
ある。原因は、X染色体上にある methyl-CpG binding protein 2タンパク（MeCP2）をコードする
遺伝子の変異である。MeCP2 は、メチル化 CpG に結合して数多くの遺伝子発現を調節する。
MeCP2 が脳で高発現しており、患者の主症状が脳の発達障害であることから、これまで主に神
経表現型に関する研究が行われてきた。 
＜Rett症候群とミトコンドリア機能障害＞ 

RTT患者の死後脳やモデルマウスの解析では、MeCP2欠損により核にコードされたミトコン
ドリア関連因子の発現変化が認められた。したがって、RTTの脳の発達障害にはミトコンドリア
機能異常が関与する可能性がある。申請者は、MeCP2遺伝子の欠失を持つ RTT患者の脱落乳歯
から神経堤由来の間葉系幹細胞を回収した。これを疾患特異的細胞モデルとしてニューロンに
誘導し、MeCP2 欠損によるミトコンドリア機能低下が、RTT の神経表現型の一つであるドーパ
ミン作動性ニューロンの発達異常と関連することを明らかにした（参考文献 1）。 
＜Rett症候群患者の骨症状＞ 

MeCP2は、脳だけでなく全身の組織で発現し遺伝子発現調節に関与する。したがって、MeCP2
欠損は、神経系に限らず、全身組織の発達と機能にも影響する可能性がある。骨格系においては、
約 50％の患者に脊柱側弯症、骨密度低下、易骨折性、骨疼痛などの症状を認め、これらは運動
制限による生活の質低下の一因となっている。脆弱な骨質の改善は、RTTの重要な治療標的の一
つであり、したがって、RTT骨表現型の病態解明は、より有効な治療薬開発のために不可欠であ
る。しかし、神経表現型研究と比較して、骨表現型に焦点を当てた基礎研究は少数で発症機序は
ほとんど解明されていない。 
＜Rett症候群患児由来の乳歯幹細胞の研究活用＞ 
申請者が神経表現型解析に用いた MeCP2 欠損乳歯幹細胞は、骨芽細胞にも効率的に分化す
る。したがって、RTT 患児由来乳歯幹細胞は、MeCP2 欠損と骨表現型との関連を細胞生物学的
に解析するための材料としても有用である。また、ミトコンドリアは全身の細胞に存在し、ATP
産生、活性酸素種の生成と除去、Ca2+調節など、骨形成においても不可欠である。したがって、
RTT の骨表現型において、MeCP2 欠損と関連するミトコンドリア機能異常がその根底にあると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MeCP2 欠損がどのような機序で RTT の骨表現型に関与するのかを、RTT 患児
由来乳歯幹細胞を用いて明らかにすることを目的とした。 
骨の形成とリモデリングは、主に骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収とによって
制御される。低骨密度は、骨芽細胞機能の低下、破骨細胞機能の亢進または両者の混在によって
もたらされる。RTTの場合、モデルマウスの解析から主に骨芽細胞の障害が示唆されている。申
請者は、ヒトにおいてもMeCP2欠損による骨芽細胞の分化障害とミトコンドリア機能障害を仮
定し、患者由来乳歯幹細胞を用いてこれを検証した。 
 
３．研究の方法 

RTTと診断された女児（MeCP2遺伝子に欠損を持つ：図 1）の脱落乳歯から幹細胞を回収し
た。この段階では、X 染色体不活化の影響により MeCP2 欠損細胞と MeCP2 発現細胞の両方が
モザイクで含まれている。MeCP2欠損細胞は限界希釈法によってさらに分離できる。 
この方法で分離された MeCP2 欠損細胞を骨芽細胞に誘導し、骨芽細胞分化マーカーの発現
およびミトコンドリア活性を指標とし、どのような障害があるかを調べた（図 2）。本研究では、
正常コントロール細胞として、定型発達児から回収された乳歯幹細胞を用いた。 
乳歯幹細胞から骨芽細胞への誘導は、過去に報告された方法に準じて行われた（参考文献 2）。
要点は、以下のとおりである。乳歯幹細胞を 6 ウェルプレートに播種し、αMEM でコンフルエ
ントになるまで培養した。次に、αMEM にリン酸二水素カリウムおよびデキサメタゾンを補充
し、28日間の培養により骨芽細胞に誘導した。 
骨芽細胞の石灰化能は、アリザリンレッド染色により評価した。骨芽細胞分化マーカーの発
現レベルは、定量的 RT-PCRにより解析した。βカテニンの発現は、非リン酸型 βカテニンに対
する抗体を用い、ウエスタンブロットにより解析した。ミトコンドリア機能の評価のために、蛍
光色素 JC-1を用いてフローサイトメーターで膜電位を測定した。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（実験結果の要点） 
1. 培養 28 日後のアリザリンレッド染色解析では、MeCP2 欠損群の染色強度が低下していた。
この結果は、MeCP2欠損骨芽細胞の石灰化能の低下を示しており、したがって、MeCP2欠損は
骨芽細胞分化の障害をもたらすことが示唆された。 
2．これを裏付けるために、骨芽細胞分化マーカーの発現を定量的 RT-PCR により解析した。そ
の結果、MeCP2欠損群では骨芽細胞分化に必須の転写因子である RUNX2、および骨芽細胞の骨
形成能と関連するアルカリフォスファターゼの発現が低下していた。 
3．これらの遺伝子発現低下の機序を明らかにするために、骨芽細胞分化に重要なシグナル伝達
経路に関与する β カテニンの発現を調べた。ウエスタンブロット解析では、MeCP2 欠損群にお
いて活性型 βカテニンの発現が低下していた。 
4．骨芽細胞分化におけるミトコンドリア機能に対するMeCP2欠損の影響を明らかにするため、
ミトコンドリア膜電位を調べた。MeCP2 欠損群では、ミトコンドリア膜電位の低下を認めた。
また、MeCP2欠損群ではミトコンドリア酸化ストレスの指標である活性酸素種の上昇を認めた。 
 
（考察の要点） 
1．MeCP2欠損による骨芽細胞分化の障害機序 
① Wnt/βカテニン経路の障害 
間葉系前駆細胞から骨芽細胞への分化は、様々なシグナル伝達経路が関与しており、Wnt/βカ
テニン経路はその一つである。この経路では、分泌型糖たんぱく質であるWntリガンドが Frizzled
受容体に結合し、その下流で βカテニンのリン酸化が抑制されることより活性化される。活性化
された βカテニンは、核に移行して様々な遺伝子発現に関与する。骨芽細胞分化では、マスター
レギュレーターである RUNX2が βカテニンの転写標的因子の 1つである。MeCP2欠損群では、
活性型（非リン酸化型）βカテニンタンパク質の発現と RUNX2遺伝子の発現がともに低下して
いた。したがって、MeCP2 は Wnt/β カテニン経路の活性化を介して骨芽細胞分化に関与すると
考えられ、これが RTT患者の骨症状の一因となっている可能性がある。 
現在、この結果をもとに、MeCP2欠損に起因するWnt/βカテニン経路の障害の分子機序をさ
らに明らかにすることを目指している。 
 
② ミトコンドリア機能障害 
ミトコンドリアは、ATP産生、細胞内 Ca2+制御、レドックス調節、アポトーシスなど、多様



な機能に関与するため、その機能障害は多くの疾患に関連している。RTT では、MeCP2 欠損に
より核にコードされるミトコンドリア関連因子の発現変化がミトコンドリア機能障害を引き起
こすと考えられる。申請者は、MeCP2 欠損乳歯幹細胞からドーパミン作動性ニューロンへの分
化中に、ミトコンドリアの分裂促進因子である DRP1の発現が低下し、これが神経突起へのミト
コンドリア分布を妨げ、神経突起の伸長を障害することを報告した（参考文献 1）。本研究では、
MeCP2 欠損骨芽細胞群のミトコンドリアの膜電位低下を明らかにした。ミトコンドリア膜電位
は、ATP 生成および Ca2+移動と共役する電気化学的勾配である。したがって、MeCP2欠損は、
骨芽細胞分化に必要な ATP や石灰化能と関連するミトコンドリア機能を障害する可能性がある。 
現在、この結果をもとに、MeCP2欠損下での骨芽細胞分化におけるミトコンドリア機能障害
の分子機序をさらに明らかにすることを目指している。 
 
2．RTTの病態解明研究における乳歯幹細胞の活用 
遺伝性疾患の病態解明研究では、原因遺伝子を特定し、その機能解析のために、遺伝子改変
生物を用いることが広く行われている。遺伝子ノックアウトマウスはその代表例である。RTTの
場合は、主にMeCP2遺伝子変異を原因とする。これまでに、MeCP2遺伝子を改変した複数のマ
ウスモデルが確立され、病態解明に重要な貢献をしてきた。一方で、ヒトの疾患の病態機序は、
種特異的な要因も多く関与するため、ヒト由来の材料もまた不可欠である。 
ヒトの乳歯には、多能性間葉系幹細胞が存在する。この乳歯幹細胞は、骨系統細胞への分化
能だけでなく、神経堤起源であることと関連して神経可塑性も示されている。RTTと診断された
患児の乳歯には、MeCP2 遺伝子変異を持つ乳歯幹細胞が含まれている。したがって、RTT 患児
由来乳歯幹細胞は、神経発達の欠陥とともに骨症状の病態機序を研究するための細胞モデルと
なり得る。 
申請者は、この点に着目し RTTの神経病態とともに、末梢組織の病態の 1つである骨症状の
病態解明研究のために、乳歯幹細胞を活用することを着想した。また申請者は、小児の歯科口腔
医療に従事しており、様々な遺伝性疾患に罹患した小児の乳歯を齲蝕や歯肉炎などの疾患から
保護すると同時に、医療廃棄物となる脱落乳歯を得る機会にも恵まれている。本研究により、小
児歯科医療が、広く小児の医学研究の進歩にも貢献し得ることを提示できた。 

 
（結論） 
本研究では、MeCP2 遺伝子欠損を持つ RTT 患児から得られた乳歯幹細胞を用いて、MeCP2
が骨芽細胞分化に果たす役割に対する新しい洞察が得られた。今後、さらに研究を進めることに
より、RTTの骨症状の根底にある分子機序を明らかにし、新規治療薬開発に貢献することを目指
す。 
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