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研究成果の概要（和文）：ES細胞やiPS細胞の研究において多分化能の指標として使われているアルカリ性ホスファタ
ーゼ（ALP）の性質を調べた。歯髄組織幹細胞（DPSC）はALP活性を示さないが、DPSCから誘導されたiPS細胞は臓器非
特異型のALP活性を示した。本研究に使用した腫瘍系細胞は、臓器の起源は異なるのに、いずれも臓器非特異型ALPの特
徴を示した。腫瘍化することによりオリジナルの細胞のALPの型を喪失して臓器非特異型の性質を示すようになる可能
性が示唆された。以上の結果は、細胞の初期化及び腫瘍化とALPの関連で興味深く研究を継続中である。

研究成果の概要（英文）：We examined a property of the alkaline phosphatase (ALP) used for a pluripotent in
dex in the study of embryonic stem cells and iPS cells. The dental pulp stem cells (DPSC) did not show ALP
 activity, but the induced iPS cells from DPSC showed the ALP activity of the tissue nonspecific type. As 
for the origin of the organ, the tumor cells which we used for this study showed all a characteristic of t
he tissue nonspecific type ALP. This suggests that the cells lost original type of the ALP by becoming a t
umor, and came to show the nature of the tissue nonspecific type. As the above-mentioned results are inter
esting in an association between initialization of cells and malignant transformation and ALP, we continue
 the study.
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１．研究開始当初の背景 
 
 再生医学において組織幹細胞の応用が期
待されている。研究分担者の柴田らは抜歯後
の智歯より約200ラインのヒト智歯由来幹細
胞(DPSC)を樹立し、DPSC の幹細胞性に関する
検討を行い、未熟な形成期の智歯ほど分化能
が高いこと、分化能は継代４代目を超えると
低下し再生医療の資源としての価値を著し
く損ねてしまうことを明らかにした（Takeda 
et al. J Dent Res. 2008）。また、歯冠形成
期の未熟な DPSC から c-Myc を除く３因子の
遺伝子導入による iPS 細胞の誘導に成功し、
その樹立効率はヒト成人皮膚繊維芽細胞の
約100倍と非常に高率であることを見いだし
（Tamaoki et al. J Dent Res. 2009)、DPSC
由来智歯の成熟度とiPS細胞の誘導効率に関
して解明を行っていた。 
 一方、ES 細胞や iPS 細胞の研究においてア
ルカリ性ホスファターゼ（ALP）は多分化能
の指標として使われているが、細胞・組織染
色による単なるマーカーとして使用される
のみで、未分化状態の維持におけるその機能
に関しては研究が見られない。ALP は動物の
進化の過程で保存され、ヒトにおいても全身
の組織・細胞に存在する酵素である。酵素化
学的な性質および遺伝子レベルでの膨大な
研究の蓄積があるが、肝心な ALP の機能と生
体内での基質およびアルカリ性至適 pH の意
義などが解明されていない酵素である。そこ
で、柴田らの開発した 200 ライン以上の幹細
胞性の異なる DPSC と iPS 細胞のストックと
技術の提供を受け、これらの細胞の ALP の機
能と基質の解明を行うことを計画した。また、
iPS 細胞は pre 前がん状態との見方もあるこ
とから、癌細胞と正常細胞の ALP の性質の相
違に関しても検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 
 未分化で自己複製能を維持した状態の ES
細胞や iPS細胞は ALPが高レベルで発現して
おり、分化に伴って発現は低下する。他の未
分化マーカーは動物種や組織の由来により
発現パターンが異なるが、ALP は幹細胞に共
通した未分化状態のマーカーとして広く用
いられている。しかし、未分化状態を保つ上
での ALP の機能に関しては不明である。そこ
で、ヒト智歯より樹立された高い増殖・分化
能（幹細胞性）を持つ歯髄組織幹細胞（DPSC）
と DPSC から誘導された iPS細胞を使用して、
幹細胞性の維持とiPS細胞の樹立効率におけ
るALPの機能を解析して細胞初期化における
基本的な知見を得ることを目的とする。また、
癌細胞と正常細胞のALPの性質の相違に関し
ても検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）iPS 細胞作成に使用した lining cell、

original の歯髄組織幹細胞（DPSC）と DPSC
から誘導された iPS 細胞を培養して、それぞ
れの細胞破砕物を作成した。また、各種の株
化された癌細胞を培養してから回収して、そ
の細胞破砕物を作成した。また、コントロー
ルとなる正常細胞のALP活性測定の材料とし
て市販のヒト由来小腸型、胎盤型、骨型及び
肝臓型の ALP を購入して使用した。 
 
（２）パラニトロフェニルリン酸（pNPP）を
基質として ALP 活性を測定し、ALP 阻害剤で
ある levamisole、tetramisole、homoarginine、
vanadate さらには bisphosphonate による阻
害のパターンからそれぞれの細胞破砕物の
保持する ALP の型を検出した。 
 
（３）ヒトの臓器特異的な ALP 及び腫瘍細胞
の ALP の機能の相違を検討するために、生体
内に存在する ATP、ピロリン酸、ピリドキサ
ルリン酸を基質として活性測定を行い、その
pH 依存性や阻害剤の作用などを検討するこ
とにより ALP の生体内基質の探索を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）iPS 細胞作成に使用した lining cell、 
original の DPSC 及び DPSC から作成された
iPS 細胞の破砕物を作成して ALP 活性を測定
した。lining cell 及び DPSC の破砕物から
は ALP 活性は検出されなかったが iPS 化す  
ると ALP 活性が検出され、定性的な細胞初期
化のマーカーとして使用されていたALP活性
を測定することができ定量的な取り扱いが
可能となった。また、iPS 細胞の ALP 活性は
tetramizole によって濃度依存的に阻害され
ることから、臓器非特異型の特徴を示した。
細胞の初期化によってALP活性が発現するこ
とと、その ALP のタイプを阻害剤に対する応
答性から判定するという、本研究計画の骨子
となる研究成果を得ることができた。  
 
（２）HSC3、HSC4、Hella、Ca9-22、 P19 及
び Li-7 などの腫瘍系の細胞を培養して破砕
物を作成して、それぞれの細胞の ALP 活性の
阻害剤に対する応答性及びALP活性測定時の
基質に対する親和性などを、ヒトの骨型、小
腸型、胎盤型、肝臓型のALP活性と比較した。
その結果、それぞれの腫瘍系細胞の臓器の起
源は異なるのに、いずれも臓器非特異型 ALP
の特徴を示した。さらなる解析は必要である
が、腫瘍化することによりオリジナルの細胞
のALPの型を喪失して臓器非特異型の性質を
示すようになる可能性が示唆された。 
 
（３）P19 細胞は神経芽腫細胞であるが、レ
チノイン酸で処理することにより神経系の
細胞に分化すると報告されている。我々もレ
チノイン酸処理したところP19細胞の形態が
変化し、細胞が分化したものと推測した。オ
リジナルの P19細胞と分化した細胞の ALP活



性の相違を調べたところ、levamisole、
tetramisole、homoarginine、vanadate に対
する応答性には変化が見られなかったが、
bisphosphonate に 属 す る etidronate,  
clodnonate及びincadronateに対する応答性
が変化した。ALP の機能にも変化が生じてい
るのか、現在、検討を進めている。  
 
（４）ALP の臓器によるサブタイプの変化が
ALP の基質の相違あるいは機能の相違に関連
するのかを明らかにすることを目的として、
ヒト由来の小腸型、胎盤型、骨型及び肝臓型
の ALP を用いて、その基質特異性と阻害剤に
対する感受性を広く検討した。その結果、ALP
のタイプは異なっても基質に対する親和性
と活性の pH 依存性など ALP の基質特異性は
ほとんど変わらないこと、また、各種の阻害
剤に対する応答性はALPのタイプによって異
なることを明らかにした。さらに、ALP 活性
の至適 pH は測定時の基質によって異なりピ
ロリン酸、リン酸化されたペプチド及び ATP
では中性側にシフトすることから、生体内で
の基質に対してはより生理的な pH で機能す
ることが示唆された。ALP 活性が非生理的な
アルカリ性 pH で髙値を示すことが ALP 研究
における大きな謎であったが、生体内に存在
する生理的な基質に対しては、生理的な pH
で十分な活性を示す可能性が示唆されたが、
さらなる検討が必要である。 
 
（５）一連の研究から、iPS 化した細胞及び
腫瘍化した細胞のALPはいずれも臓器非特異
型 ALP の性質を示すことから、細胞の初期化
及び腫瘍化と ALP の関連で興味深いが、例数
を増加させた検討が必要であり、研究を継続
中である。 
 
（６）本研究期間に、岐阜大学の柴田研究室
では、新たに約 50 ラインのヒト歯髄由来幹
細胞を樹立して幹細胞性と分化能に関する
検討を行った。また、最初の研究計画におい
ては、岐阜大学の DPSC とその DPSC から作成
されたiPS細胞の提供を受けて北海道大学で
ALP の解析を行う予定であったが、実際に進
めてみると材料の輸送を行うことは実験に
おいてマイナス面が大きかった。そこで、北
海道大学の出山が岐阜大学の柴田研究室に
行き、lining cell, original cell 及び作成
された iPS 細胞の培養及び解析法を修得し、
北海道大学においても細胞培養を行える準
備を整えて、研究を継続中である。 
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