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研究成果の概要（和文）：低ホスファターゼ症モデルマウス(Akp2-/-マウス）に対して骨髄幹細胞を用いた酵素補充療
法の検討を行った。骨親和性を付与した組織非特異型アルカリホスファターゼ（TNALP-D10）遺伝子を導入した骨髄幹
細胞を生後2日目のAkp2-/-マウスに静脈経由で移植した。治療したAkp2-/-マウスにおいて、生存期間の有意な延長、
骨の石灰化の改善などの治療効果が確認された。これらの結果より、低ホスファターゼ症などの先天性代謝異常症に対
する、新規再生医療・細胞治療法の開発に有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the feasibility of bone marrow stem cell-based enzyme replacement 
therapy (ERT) for hypophosphatasia model mice (Akp2-/- mice). Bone marrow stem cells transduced with 
bone-targeted form of tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNALP-D10) gene was intravenously 
transplanted into neonatal Akp2-/- mice on day 2 after birth. The treated Akp2-/- mice showed 
significantly prolonged survival with improved bone mineralization. These results provided us important 
insight regarding development of novel regenerative and cell therapy for inherited metabolic diseases 
including hypophosphatasia.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

低ホスファターゼ症（以下 HPP）は組織非

特異型アルカリホスファターゼ（以下 TNALP）

遺伝子の異常によって発症する常染色体劣

性の先天性代謝異常症で、特に重症度の高い

周産期型は血中アルカリホスファターゼ

（ALP）活性の減少、全身の骨形成不全を伴

って生後早期に死亡するため、出生前後から

有効な治療法の開発が待たれている。近年、

骨親和性を付与した組換え TNALP 製剤を用

いた酵素補充療法が、日本をはじめ米国、ヨ

ーロッパなどで承認されたが、酵素の半減期

が短いため定期的な投与が必要で患者への

負担や経済的負担が大きい。 

酵素補充療法に代わる新たな治療法の開

発を目指して、我々は遺伝子治療用のウイル

スベクターを用いて正常な TNALP 遺伝子を

生後 1～2日目の HPP マウス（Akp2-/-マウス）

に導入する in vivo 遺伝子治療を行い、血中

ALP 活性や骨形成不全の改善など一定の治

療効果を確認している（J Bone Miner Res 

2011; 26:135-142, Hum Gene Ther 2011; 22: 

1355-1364）。しかし、体内に直接ウイルスベ

クターを投与する方法は、投与したベクター

への免疫応答や、生殖組織等への遺伝子導入

の可能性など、安全性に関して改善の必要な

課題が残されている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記の問題点を解決するため

に、Akp2-/-マウスを用いて、遺伝性の代謝異

常症の治療を目的として以下の検討を行っ

た。最初に、骨髄幹細胞が治療用の酵素を全

身に供給する担体として機能するか、Akp2-/-

マウスを用いて検討を行う。 

本研究の成果をもとに、先天性代謝異常症

など遺伝子治療の適用が考えられている疾

患に対して、安全で治療効果の高い新規再生

医療・細胞治療技術の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）骨髄幹細胞への遺伝子導入：8～12 週

齢のマウスから骨髄を採取し、磁気ビーズ法

にて造血幹細胞を含む骨髄幹細胞を調製し

た。骨親和性 TNALP（TNALP-D10）遺伝子を搭

載したレンチウイルスベクターを用いて、骨

髄幹細胞に遺伝子導入を行った。 

（２）Akp2-/-マウスへの骨髄幹細胞移植およ

び治療効果の判定：TNALP-D10 発現骨髄幹細

胞を生後2日目の新生児Akp2-/-マウスに静脈

投与により移植した。治療した Akp2-/-マウス

から継時的に採血を行い、血中 ALP 活性およ

びドナー由来の血液細胞の生着率を測定し

た。観察期間経過後に各臓器を採取し、

TNALP-D10 の発現、および骨局所への集積の

有無を測定した。 

（３）骨の低石灰化改善効果の確認：治療し

た Akp2-/-マウスから摘出した大腿骨のμCT

解析を行い、得られた骨形態計測パラメータ

ーから、骨形成能の改善効果の有無を評価し

た。 

（４）骨格筋芽細胞を用いた酵素補充療法の

可能性の検討：骨格筋芽細胞が骨髄幹細胞と

同様に酵素補充療法の担体として機能する

か確認するために、筋肉組織から骨格筋芽細

胞を調製し、遺伝子導入効率の検討を行った。 

 

４．研究成果 

（１）未治療の Akp2-/-マウス（未治療マウス）

の生存期間が約3週間である一方、TNALP-D10

発現骨髄幹細胞を移植した Akp2-/-マウス（治

療マウス）は 3 か月以上の生存が確認され、

未治療マウスまたは未処置の骨髄幹細胞を

移植したマウス（対照マウス）と比較して有

意に生存期間が延長した（下図。■：治療マ

ウス、◆：対照マウス、▲：未治療マウス）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）治療マウスから継時的に採血を行い、

血中 ALP 活性を測定した。その結果、移植し



た骨髄幹細胞の生着率は 20～30%の割合で維

持されていた。また、治療マウスの血中 ALP

活性は移植後早期に上昇し、治療効果の期待

できる 1 U/ml 以上の ALP 活性が長期間維持

されていることを確認した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）野生型マウス、治療マウス、未治療マ

ウスの下肢大腿骨を摘出し、組織 ALP 活性染

色を行った。その結果、未治療マウスでは ALP

活性は全く確認できなかったが、治療マウス

において骨梁および皮質骨表面にALP活性が

認められた（下図中央）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、各臓器における ALP 活性を測定したと

ころ、骨組織における ALP 活性の有意な上昇

を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、生着した骨髄幹細胞から

効率よく骨親和性の TNALP-D10 が発現し、骨

表面に集積して治療効果を発揮しているこ

とが示唆された。 

 

（４）治療後 3か月間生存したマウスの下肢

大腿骨を摘出してμCT 解析を行った。その結

果、対照マウスと比較して明らかに骨形成能

が改善し、BMD を除く各種骨形態パラメータ

ーが野生型マウスと同レベルまで回復して

いることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）生後 3～5 日の仔マウスから採取した

筋肉組織をコラゲナーゼ・ディスパーゼ酵素

処理し、得られた細胞懸濁液をプラスチック

シャーレに播種した。シャーレ底面に生着し

た細胞を回収し、抗 Desmin 抗体で染色した

結果、骨格筋芽細胞であることを確認した。

この細胞に緑色蛍光タンパク質（EGFP）遺伝

子を発現するレンチウイルスベクターで遺

伝子導入を行った。その結果、約 80%の細胞

で EGFP の発現が確認され、骨格筋芽細胞が

酵素補充療法の担体として応用可能である

ことが示唆された。 

 

本研究によって、低ホスファターゼ症など

の先天性代謝異常症に対して一回の移植で

長期間持続的な治療効果が得られる、新規再

生医療・細胞治療法の有用性が確認された。 
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