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研究成果の概要（和文）：低ホスファターゼ症(HPP)は、組織非特異型アルカリホスファターゼ（TNALP）の遺伝子変異
によって起こる疾患である。TNALP は全身に発現しているにもかかわらず、症状は歯や骨に認められ、くる病や骨軟化
症様の症状や歯の異常をきたす。歯の異常はHPPのどの病型にも認められるが、エナメル質の欠損について原因は明ら
かとなっていない。
本研究では、HPPモデルマウスの歯髄幹細胞を含む細胞を用いて、マイクロアレイ解析および生後５日の歯胚を用いて
遺伝子発現の定量を行った。HPPモデルマウスにおいて、野生型と比較しエナメルタンパク遺伝子の発現が低く、エナ
メル質形成に影響している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypophospatasia (HPP) is caused by mutation of the gene tissue-nonspecific 
alkaline phosphatase (TNALP). TNALP is expressed in many tissues of the body. HPP have been various 
symptoms such as rickets, osteomalacia and dental manifestations. Dental symptoms are commonly shown in 
all types of HPP. However, cause of enamel defect is still unexplained. In this study, we compared 
between HPP model (KO) mice and wild type(WT) mice as control mice by microarray analysis using dental 
pulp stem cells. Microarray analysis revealed the genes related enamel development decreased in KO mice. 
Additionally, the gene expression levels of Amelx, Ambn and Enam in KO mice were lower than WT mice with 
RT-qPCR. Particularly, amount of Ambn and Enam significantly decreased (p<0.05). It is suggested that 
missing TNALP gene may affect to enamel defect in KO mice as the result of decreased the enamel matrix 
protein genes expression. Our study might help the elucidation in cause of enamel defects in human HPP.

研究分野： 小児歯科学
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  ２版



１．研究開始当初の背景	 

⑴Dr.José	 Juis	 Millánは、1977年よりアルカリホス

ファターゼ(以下：ALP)について研究を行ってきた。そ

して、Dr.	 Millan	 らは、非組織特異型アルカリホスフ

ァターゼ（以下：TNALP）を遺伝的欠損させた、硬組織

形成不全を呈する低ホスファターゼ症モデルマウスを

作成した。これまでDr.	 Millanと共同研究を行い、低

ホスファターゼ症モデルマウスを利用した治療研究や

石灰化に関与する様々な酵素について研究を行ってき

た経緯がある。現在までに石灰化異常を呈する疾患の

原因解明や治療法の開発に関った経験を生かし、まだ

明らかにされていない石灰化機序をこの低ホスファタ

ーゼ症モデルマウスを利用し分析を行っていくことの

発想に至った。また、モデルマウスにおいてセメント

質や象牙質の異常について研究は多くなされているが、

エナメル質の異常については未だ報告は少ない。	 

	 

２．研究の目的	 

⑴低ホスファターゼ症モデルマウスの歯髄細胞由来の

体性幹細胞を培養し分化能を評価、それらの分化した

細胞をDNAマイクロアレイによる分析を行う。そして

TNALP を取り巻く遺伝子や、石灰化に関与する遺伝子

の発現レベルをDNAマイクロアレイに解析を行い、石

灰化の機序を明らかにすることを目的としている。	 

	 

⑵歯髄由来の幹細胞の培養条件や分化能や分化した細

胞の誘導条件を明らかにし、歯髄由来の幹細胞のより

有効な医療への応用を発展させることを目的としてい

る。	 

	 

３．研究の方法	 

⑴低ホスファターゼ症モデルマウスの作製	 

低ホスファターゼ症モデルマウスのヘテロを交配させ、

野生型と低ホスファターゼ症モデルマウスを得た。遺

伝子型確認及び個体識別のため、マウスの足先を切り

サンプルを得た。得られたサンプルからDNAを抽出し

PCR、電気泳動を行い、遺伝型を確認した。	 

	 

⑵低ホスファターゼ症モデルマウスの歯髄細胞から幹

細胞を分離培養	 

①５−１０日齢のマウスの上下顎骨の前歯及び臼歯の歯

胚を摘出し培養を行った。当初の予定では、コラゲナー

ゼ処理を行って細胞を酵素分解して培養する予定であ

ったが、細胞のロスを少なくするため１mmx3mm角に切っ

た歯髄を培養ディッシュに置き、外生法にて細胞培養を

行った。	 

②外生法で培養したのち、EDTAトリプシンにて細胞を剥	 

がし、本培養を行った。この後、幹細胞を単離する予定

であったが、細胞数が不十分であったため単離せず培養

細胞をそのまま実験に用いた。	 

	 

⑶培養した幹細胞の分化細胞の分析を行う。	 

①幹細胞の分化能分析	 

低ホスファターゼ症モデルマウス幹細胞の培養し、軟骨

細胞・骨細胞・線維細胞を得る予定であったが、今回は

培養した細胞を軟骨細胞誘導細胞培地にて２１日間培

養して軟骨細胞を得た。継代培養し使用した世代は２−

４世代のみとした。トルイジンブルーを用いて軟骨細胞

の確認を行った。	 

	 	 

②分化細胞を用いマイクロアレイ解析を行う。	 

①で得られた軟骨分化細胞を使用する予定であったが、

今回分化細胞を用いずに、得られた幹細胞を含む培養細

胞を用いて実験を行った。外生法にて細胞を培養した後

に、野生型と低ホスファターゼ症モデルマウス由来の各

細胞を１x１０５個の細胞を6ウェルディッシュに培養し

た。培養後３日に細胞を回収し、トータルRNAを得た。

得られたRNAよりRT-PCRを行い、cDNAを増幅した。cDNA

を用いマイクロアレイ	 （	 アジレント・テクノロジー社

製）にて野生型と低ホスファターゼ症モデルマウスの発

現遺伝子及び発現量の分析を行った。使用した世代は２

世代のみとした。	 

結果は、ΔΔCT法にて野生型と相対比較し、log2比にて

分析を行った。	 

	 

⑷骨に関わる遺伝子の発現、また発現量を分析しターゲ

ット遺伝子を決定する。	 

当初は骨に関する遺伝子の分析予定であったが、⑶の結

果から今回はエナメル質に関わる遺伝子の発現量を定

量した。生後５日のマウスの右側下顎第一大臼歯を摘出

し、トータルRNAを抽出した。得られたRNAをRT-PCRキッ

トを用いて逆転写してcDNAを得た。cDNAとTaqMan	 プロ

ーブ、Amelx(Thermo	 Fisher	 Scientific	 Mm00711642_m1)、	 

Ambn(Thermo	 Fisher	 Scientific	 Mm00477486_m1)、

Enam(Thermo	 Fisher	 Scientific	 Mm00516922_m1)を使用

し、野生型と低ホスファターゼ症モデルマウスの遺伝子

発現をリアルタイムPCRにて定量を行い、比較を行った。	 

	 

４．研究成果	 

⑴幹細胞の分化能の解析	 

今回歯髄由来の幹細胞含む細胞を、軟骨誘導培地にて



培養し２１日後にトルイジンブルーで染色したところ、

青く染色された軟骨様の細胞を認めた。低ホスファタ

ーゼ症モデルマウス由来の細胞は、軟骨様細胞へ分化

したが、野生型と比較して、増殖能に乏しく細胞数を

得難いということが明らかとなった。ゆえに実験に用

いる十分な細胞数が得られず、今回は分化能の解析に

至らなかった。	 

	 

⑵培養幹細胞マイクロアレイ解析	 

培養幹細胞のマイクロアレイ解析を行い、	 野生型と低

ホスファターゼ症モデルマウスの約６万遺伝子の発現

を比較したところ、低ホスファターゼ症モデルマウス

においてTNALP遺伝子の発現が最も低いことがわかっ

た。また、アメロジェニン遺伝子の発現が３番目に低

い結果となった。このことから、エナメル質の形成に

関係する遺伝子の検索を行った。その結果を表１に示

した。低ホスファターゼ症モデルマウスにおいてエナ

メル基質タンパクである、アメロジェニン遺伝子

(Amelx)、エナメリン遺伝子(Enam)、アメロブラスチン	 

遺伝子(Ambn)、アメロチン遺伝子(Antm)の発現が、野

生型と比較して有意に少ないことがわかった。また、

エナメル質形成不全症の原因遺伝子の一つであるカリ

クレイン４遺伝子（Klk4）エナメル質の成熟に関与す

るタンンパク分解酵素である象牙質シアロリンタンパ

ク遺伝子(Dspp)も低い傾向にあった。一方、象牙質マ

トリックスタンパク(Dmp1)I型コラーゲンαII遺伝子

(Colla2)は野生型と比較し、あまり違いを認めない傾

向にあった。エナメライシン遺伝子(MMP20)、	 I 型コ

ラーゲンαI 遺伝子(colla1)については、遺伝子発現

データがなかった。マイクロアレイ解析から、野生型

と比較して低ホスファターゼ症モデルマウスにおいて、

特にエナメルマトリックスタンパク遺伝子が野生型と

比較して低かった。このことから、低ホスファターゼ

症モデルマウスにおけるエナメル質の形成不全への

TNALP遺伝子の欠損が関連する可能性が示唆された。	 

	 	 表１	 マイクロアレイ解析結果	 

	 

⑶低ホスファターゼ症モデルマウスにおけるエナメル

質形成に関与する遺伝子のリアルタイムPCRによる定

量	 

本研究において、今回は生後５日のマウスにおける３

つのエナメルマトリックスタンパクの遺伝子発現の定

量を行った。Amelx の野生型（WT）と低ホスファター

ゼ症モデルマウス（KO）のグラフを図１に示した。Amelx

はエナメルタンパクの約９０％を占める。エナメル質

の形成されるためエナメル質の結晶の成長に重要な役

割を果たすことが知られている。Amelx	 遺伝子の欠損

マウスにおいて、エナメル質の厚みが薄くなることが

大きな特徴とされている。今回、野生型と低ホスファ

ターゼ症モデルマウスを比較した結果、低ホスファタ

ーゼ症モデルマウスは野生型に比べて,有意差は認め

られなかったが、発現が低い傾向にあった。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図１アメロジェニン遺伝子の発現量の比較	 

	 

AmbnのWTとKOの比較のグラフを図２に示した。Ambn

はエナメル芽細胞の基質への接着や、細胞の文化に関

わるとされている。Ambn遺伝子の欠損マウスはエナメ

ル質形成不全症を呈すことが知られている。また、

Amelxや Enamも著しく低下しているとの報告もある。	 

今回の結果、低ホスファターゼ症モデルマウスは有意

にAmbn遺伝子が低下していた（p<0.01）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図２アメロブラスチン遺伝子の発現量の比較	 

	 

EnamのWTとKOの比較のグラフを図３に示した。	 
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エナメル質におけるEnam遺伝子の役割は、未だ明らか

にはなっていない。Enam遺伝子欠損マウスでは、エナ

メルが細胞の多層化やエナメル器の構造の乱れが認め

られエナメル質の形成が開始しなかったとの報告があ

る。今回低ホスファターゼ症モデルマウスは有意に

Enam遺伝子が低下していた（p<0.05）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図３エナメリン遺伝子の発現量の比較	 

	 

これら３つのエナメルマトリックスタンパクの遺伝子

発現の定量により、低ホスファターゼ症モデルマウス

の Ambn遺伝子および Enam遺伝子が低下していること

が明らかとなった。これらのタンパクは、エナメル質

形成や成熟、歯の形成に大きく関与することが知られ

ており、低ホスファターゼ症モデルマウスにおいて、

エナメル質形成へ影響を及ぼしている可能性が示唆さ

れた。	 
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