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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン(PTH)-1受容体(PTH1R)遺伝子の変異が原発性萌出不全(PFE)で認め
られるが、PFEの発症機序は不明だった。そこで、PFE患者と非患者の末梢血単核球からiPS細胞(PFE-iPSCと
C-iPSC)を樹立し、PFE発症機序を解析した。それぞれのiPSCから骨芽細胞様細胞を誘導した。両骨芽細胞用細胞
の石灰化能、骨芽細胞マーカー遺伝子の発現に差は認められなかった。活性型ビタミンDによるRANKLの発現誘導
にも差は認められなかった。しかし、PTH刺激によるRANKL発現誘導は、C-iPSC由来骨芽細胞様細胞に比べ、
PFE-iPSC由来骨芽細胞様細胞で著しく低下していた。

研究成果の概要（英文）：While several mutations in the (PTH)-1 receptor (PTH1R) gene are associated 
with primary failure of eruption (PFE), the mechanism of PFE pathogenesis remained unclear. We 
established iPS cells from the peripheral blood mononuclear cells of a PFE patient and a non-patient
 (PFE-iPSC and C-iPSC).  Osteoblasts-like cells (OB) were derived from PFE-iPSC and C-iPSC. There 
was no remarkable difference in OB derived from PFE-iPSC and C-iPSC in the calcification, the 
expression of marker genes, or the active vitamin D-induced expression of RANKL. However, the RANKL 
expression induced by the PTH in PFE-iPSC-derived OB was significantly lower than that in 
C-iPSC-derived OB. 

研究分野：矯正歯科学

キーワード： 原発性萌出不全　iPS細胞　副甲状腺ホルモン受容体　変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PFE患者のPTH1R遺伝子に変異が報告されていたが、その変異のPFE発症への関与を説明する研究はなかった。今
回、PFE患者iPSCを用いることで、PFE患者のPTH1R遺伝子変異がPFE発症に関与するメカニズムのひとつを明らか
にした。すなわち、PFE患者由来iPSCと健常人iPSCから誘導した骨芽細胞様細胞で石灰化や分化マーカーの発現
に差はなかったが、PTH応答は前者で低下していた。歯の萌出には破骨細胞分化を誘導するRANKLの発現が必要だ
が、PTH誘導性のRANKL発現が前者で低下していた。PFE患者では、PTH依存性破骨細胞誘導能が低下し、歯の萌出
が阻害されている可能性を示唆する。

※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 
原発性萌出不全(PFE)は側方歯開咬を特徴とする発症原因不明の成長障害である。山口らは、4
名の PFE 患者の PTH/PTHrP 受容体-1(PTH1R)遺伝子中に、それぞれ、356C>T (P119L)、395C>T 
(P132L)、439C>T (R147C)、1148G>A (R383Q)のミスセンス変異を同定した [J Bone Miner Res 
26:1655-1661, 2011]。我々は、これらの変異と PFE 発症の関係を明らかにしたいと考えた。そ
こで、PTH1R を発現していないことが知られている HeLa 細胞に、レンチウイルスベクターを用
いて野生型または 356C>T (P119L)、395C>T (P132L)、439C>T (R147C)、1148G>A (R383Q)の変異
を持つ PTH1R 遺伝子を導入し、各 PTH1R を強制発現させた。野生型および変異 PTH1R タンパク
質の発現を Western blot にて確認した結果、野生型の分子量は 8.7 万、P119L および P132L 変
異体のそれは 6.9 万、R147C および R383Q 変異体は 8.7 万と 6.9 万の分子が混在することが分か
った。PTH1R のペプチド部分のみの分子量は 6.3 万で、PTH 結合領域中の４箇所の Asn 残基が N-
グルコシル化を受けることが知られている。そこで、それぞれの細胞のタンパク質抽出液を N-
グリコシダーゼで処理したところ、すべてが分子量 6.2 万になった。従って、PFE 患者における
PTH1R のアミノ酸置換は、N-グリコシル化を強く抑制すると考えられた。また、PTH1R 変異体の
蛍光ラベル PTH に対する親和性は野生型 PTH1R に比べ低下していた。さらに、PTH で刺激した変
異 PTH1R 発現細胞における cAMP の上昇が抑制されていた。 
上の結果は、PTH1R におけるアミノ酸置換が PTH1R の構造変化と糖鎖修飾に変化を与え、PTH 親
和性が低下することが PFE の発症に関係することを示唆している。しかし、PFE 患者の PTH1R は
ヘテロ変異であることから、PFE 発症メカニズムの解析を行うには、PFE 患者特異的 iPS 細胞か
ら誘導した骨芽細胞における PTH 応答を解析する必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 PFE 患者特的な iPS 細胞（PFE-iPSC）と健常者の iPS 細胞（C-iPSC）を作製した。まず、PFE-
iPSC C-iPSC から分化させた骨芽細胞様細胞を分化させた。両者の骨芽細胞分化能に違いがある
かを解析した。さらに、PFE-iPSC と C-iPSC から得られた骨芽細胞用細胞様細胞の PTH 応答、特
に PTH による RANKL 発現誘導を比較した。PTH1R の変異が PFE 発症に関わるか否かを明らかにす
るために、これらの解析を行った。 
 
３．研究の方法 
PTH1R に 395C>T (P132L)のヘテロ変異を持つ PFE 患者および健常人の末梢血 CD34 陽性細胞か
ら定法に従って iPS 細胞(PFE-iPSC および C-iPSC)を誘導した。SSEA-4 および Tra-1-60 タンパ
ク質の発現、SOX2、OCT、NANOG 遺伝子の mRNA 発現から iPS 細胞であることを確認するとともに、
PFE-iPSC については、PTH1R 遺伝子のヘテロ 395C>T 変異を確認した。PFE-iPSC および C-iPSC
を BMP-2、β-グリセロリン酸、アスコルビン酸、デキサメタゾンを含む骨芽細胞分化誘導培地
で３週間培養した。石灰化結節の染色・定量、RUNX2、SP7 および BGLAP mRNA の発現により骨芽
細胞分化を評価した。さらに、活性型ビタミン D刺激により RANKL mRNA の発現上昇が認められ
た株を実験に用いた。PTH を培養系に添加し、PTH のセカンド・メッセンジャーである cAMP の上
昇、RANKL mRNA 発現を定量的 PCR で、RANKL タンパク質の発現を western blot 法で評価した。 
 
４．研究成果 
 PFE-iPSCおよびC-iPSCから誘導した骨芽細胞様細胞の石灰化能に大きな違いは認められなか
った。骨芽細胞分化に必須の転写因子 RUNX2 および SP7 の発現も PFE-iPSC 由来の骨芽細胞様細
胞と C-iPSC 由来の骨芽細胞様細胞で顕著な差は見られなかった。骨芽細胞のマーカー遺伝子で
ある BGLAP mRNA の発現も同様に３週間の培養で上昇した。さらに PTH1R mRNA の発現も両者を
iPSC から骨芽細胞様細胞への分化に伴い、同様に上昇した。 
 骨芽細胞様細胞に分化した細胞の PTH に対する応答を比較した。C-iPSC から誘導した骨芽細
胞様細胞は、活性化型ビタミン Dあるいは PTH 刺激により RANKL mRNA および RANKL タンパク質
の発現が上昇した。一方、PFE-iPSCから誘導した骨芽細胞様細胞は活性型ビタミンDによりRANKL 
mRNA および RANKL タンパク質は上昇したが、PTH による RANKL mRNA および RANKL タンパク質の
発現は有意な上昇が認められなかった。PFE-iPSC から誘導した骨芽細胞様細胞を PTH で刺激し
た後の細胞内 cAMP の上昇は、C-iPSC から誘導した骨芽細胞様細胞を PTH で刺激した後の細胞内
cAMP の上昇に比べ、有意に低値を示した。 
 以上の結果から、PTH1R に P132L のアミノ酸置換がある PFE 患者の骨芽細胞は、PTH に対する
応答が健常者の骨芽細胞に比べて弱く、PTH による RANKL 発現も健常者の骨芽細胞に比べて弱い
と考えられた。PFE 患者では、PTH による破骨細胞分化誘導因子である RANKL の発現誘導が弱い



ために、歯の萌出に必要な破骨細胞の分化が十分でないために、歯の萌出が起こらない可能性が
ある。 
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