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研究成果の概要（和文）：ヒト歯根膜線維芽細胞に強発現していると報告のあるアルカリフォスファターゼ(ALP)遺伝
子に注目し、その遺伝子発現や活性がエピジェネティクスな(特にDNAメチル化による)制御によって変化するのか、ALP
プロモーター領域をバイサルファイトシーケンス解析を行うことで検討した。その結果、ALP遺伝子の発現はエピジェ
ネティクスなレベルの制御を受けているとは考えにくく、その活性は他の転写因子などの影響を受けていることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Alkaline phosphatase (ALP) gene is expressed strongly in human periodontal ligamen
t fibroblasts. We examined the changes of the gene expression and activity by epigenetics control (by DNA 
methylation in particular) using a bisulfite sequence analysis of ALP promoter region.These results sugges
ted that expression of ALP gene is not under the control of epigenetics, and the change of activity is aff
ected by transcription factors.
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１．研究開始当初の背景 
 これまで線維芽細胞の中でも歯根膜線維
芽細胞(PDLc)の特異的な性質について数多
くの論文報告がある。また、ヒト歯根膜線維
芽細胞（hPDLc）を同定するためにさまざま
な研究が行われているが未だに確実なもの
はない。我々は、以前から hPDLc を特徴づけ
る遺伝子について探索するため、ヒトの皮
膚・歯肉・hPDLc を培養し、そこからマイク
ロアレイによる発現遺伝子の網羅的解析を
Gene Ontology(on line)に基づき分析を開始
し、それぞれのデーターを比較検討してきた。
そして近年、遺伝子やタンパク質の機能がい
かに選択的に活性化、または、不活性化され
るのかということを「エピジェネティクス 
」レベルの制御と転写因子が連携し、遺伝子
の転写抑制をして調整していると言われて
いる。そして、このエピジェネティクス制御
機構の一つに DNA メチル化があり、この DNA
メチル化プロファイルによって遺伝子発現
制御を通じて細胞の形態・機能が細胞分裂を
経ても安定して伝承されていると考えられ
始めてきた。これらのことより、現在、分析
中のマクロアレイ解析にDNAメチル化プロフ
ァイル解析を加えることで、hPDLc の特異性
についてより詳細なデーターを得ることが
できhPDLcのマーカー遺伝子の確定に寄与す
ると思われた。 
 
２．研究の目的 
 以前からの報告より、皮膚や歯肉線維芽細
胞と比べてhPDLcに特異的に強発現している
と報告があるアルカリフォスファターゼ
(ALP)遺伝子に注目し、その発現やその活性
変化がエピジェネティクスな(特に DNA メチ
ル化による)制御によって生じているのかに
ついて、皮膚や歯肉線維芽細胞と比較を行い
hPDLc のゲノムレベルの特徴と共に探索する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト皮膚(KURABOU Co., Ltd., Osaka, 
Japan)・歯肉(Gin-1, DS Pharma Biomedical 
Co., Ltd., Osaka,Japan)・歯根膜線維芽細胞
(Lonza Biosciences, Basel,Switzerland)の
マイクロアレイによる発現遺伝子の網羅的解
析 
 ３つの細胞(５〜７継代目を使用)を通常培
養(stromal cell basal medium (SCBMTM, 
Takara Bio Inc., Otsu, Japan) supplemented 
with growth factors (basic fibroblast 
growth factor, insulin)+ 10%FBS + 
gentamicin/amphotericin-B)を行いRNA抽出
後、受託システムを利用しマイクロアレイに
よる発現遺伝子のデーター結果を得て、ALP
遺伝子(ALPL)のFold Changeを比較検討。 
(2)ヒト皮膚・歯肉・PDLcのALP活性とALP遺伝
子発現の確認 
①３つの細胞を通常培養後、ALP 染色(TRAP 
and ALP assay kit, Takara Bio Inc., Otsu, 

Japan) を行い吸光度(OD 405nm)による ALP
活性測定。  
②３つの細胞の通常培養を行いRNA抽出後、
cDNAへ変換 RT-PCRにてALPL発現の確認。また、
同様に３つの細胞のALPLプロモーター発現の
確認。 
(3)ヒト皮膚・歯肉・PDLcのALPLプロモーター
領域のDNAメチル化解析 
 ３つの細胞のDNAサンプルをバイサルファ
イト処理し、ALPLプロモーターの塩基配列領
域を中心にPCRとクローニング処理後、シーケ
ンス解析。 
(4)ヒト皮膚・歯肉・PDLcのALP活性変化の観
察 
①３つの細胞を石灰化誘導培地
(Osteoblast-Inducer Reagent (Takara Bio 
Inc., Otsu, Japan)で28days培養を行い、経
時的にALP染色によるALP活性測定。 
28dayには、Alizaline red S染色とvon Kossa
染色による石灰化物形成の確認。 
② hPDLcを石灰化誘導培地で培養1.3.7days
の経時的発現遺伝子の網羅的解析。 
 hPDLcを石灰化誘導培地で培養後1.3.7days
のRNA抽出を行い、受託システムを利用しマイ
クロアレイによる発現遺伝子のデーター結果
を得て、発現遺伝子のFold Changeを経時的に
比較検討。 
 
４．研究成果 
 ヒト皮膚(DF)とヒト歯根膜線維芽細胞
(hPDLc)のマイクロアレイ解析を比較した結
果、ALPLの発現はhPDLcで約6.2倍上昇、ヒト
歯肉(GF)とhPDLcの比較ではhPDLcで約14.5倍
上昇していた。通常培養においてhPDLcのALPL
発現は他の線維芽細胞と比べて大きく上昇し
ていることが分かった。 
 ALP活性測定にALP染色を用いて行うと、通
常培養のhPDLcでのみ陽性反応を示し(Fig.1)、
吸光度測定を行うと他の線維芽細胞(GF,DF)
よりも２倍以上のALP活性を示した(Fig.3)。 
 

Fig.1 ALP染色後の組織像 
A；ヒト歯根膜線維芽細胞(PDL) 、B；ヒト歯
肉線維芽細胞(GF)、C；ヒト皮膚線維芽細胞
(DF)。PDLのみALP染色が陽性を示した。
Bar;200μm 
 
 ゲノムレベルの確認を行うため、RT-PCRを
用いてALPL発現を確認したところ、全ての細
胞(hPDLc,GF,DF)で発現していることを確認
した。また、ALPL発現のプロモーターは２つ
ある（SP1、SP3）とされており、それらプロ
モーターの発現を確認したところ、３つの線
維芽細胞のそれぞれのプロモーター発現も確
認した(Fig.2)。この結果、Fig.1のALP染色結



果とは異なり、３つの細胞のALPL遺伝子が働
いていることが分かった。 
 

Fig.2 Alkaline phosphataseのRT-PCR 
 全ての細胞のALPL発現とそのプロモーター
(SP1,SP3)の発現を認めた。 
 
 次に、３つの細胞の２つのプロモーター領
域のDNAメチル化解析を行うため、バイサルフ
ァイトシーケンス解析を用いた結果、全ての
細胞の両方のプロモーター領域が脱メチル化
状態であることが分かり、細胞に特異的なDNA
メチル化プロファイルを得ることができなか
った。この結果、ALPL発現にはエピジェネティ
クスな(DNAメチル化による)制御を受けてい
ないことが分かった。 
 
 ALPLプロモーター領域のDNAメチル化プロ
ファイルに細胞特異的な情報が得られなかっ
たことから、他の因子によるALP活性変化が生
じていることが考えられるため、全ての細胞
(hPDLc,GF,DF)を石灰化誘導培地で培養し、経
時的にALP活性測定を行い、その変化を確認し
た。その結果、hPDLcで14dayをピークとした
特異的なALP活性変化を示した(Fig.3)。しか
し、GFとDFにはALP活性に大きな変化はみられ
なかった。 
 

Fig.３ 石灰化誘導培地で培養した際の経時
的なALP活性の測定  
 PDLは通常培養時でもGF、DFと比べALP活性が
高く、14dayをピークに経時的な活性変化を示
した。 
 
 また、石灰化物の産生を確認したところ、 
28dayでhPDLcにのみAlizaline red S染色と
von Kossa染色で陽性反応を示し、従来通り
hPDLcのみ石灰化物の産生能を確認した
(Fig.4)。このことより、hPDLcを石灰化誘導

培地で培養を行うと、ALP活性変化を起こしな
がら骨芽細胞に分化し、石灰化物の産生を行
っていると考えられる。 
 

Fig.4 石灰化誘導培地で28日間培養後の石灰
化物の確認 
上段；Alizaline red S染色、下段；von Kossa
染色 PDLのみに石灰化物産生を確認した。 
 
 さらにALP活性変化を起こしている因子を
探るため、石灰化誘導培地で培養したhPDLc
のALP活性が急激な上昇を示す7dayまでを、マ
イクロアレイによる発現遺伝子の経時的網羅
解析を行った。その結果、7dayには20倍以上
も上昇する遺伝子が多数あった。その中の特
徴的なものとして、STAT4（7day;約77倍上昇）
やASPN(7day;約69倍上昇)など転写因子や
骨・軟骨形成に関与する遺伝子の発現が上昇
していることが分かった(Fig.5)。今後は、こ
れら遺伝子の発現確認と、その遺伝子とALP
活性変化との相互関係について詳しく調べる
必要がある。 

Fig.5 石灰化誘導培地で培養したPDLのマ
イクロアレイ解析の経時的な結果 
(20 倍以上の上昇を示した遺伝子) 
 転写因子や骨・軟骨形成に関わる遺伝子の
発現が大きく上昇している。 
 
 以上のことより、線維芽細胞の中でも特異
的に強発現を示しhPDLcの特徴の一つとされ
ている ALP 遺伝子の発現やその活性変化は、
エピジェネティクスなレベルの制御よりも
転写因子などのゲノムレベルでの影響を受
けていることが示唆された。 
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