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研究成果の概要（和文）：アルカリ性フォスファターゼ（ALP）を発現するものが真の歯髄幹細胞と考え、ALP陽
性細胞を初代培養歯髄細胞から遺伝子工学的に濃縮し、その特性を解析することを目的とした。
遺伝子導入効率が高いとされるpiggyBacトランスポゾンを用いて蛍光遺伝子を歯髄細胞に遺伝子導入した結果、
効率的に遺伝子導入安定株を取得できた。そこで、ALP promoterの制御下、EGFPとpuromycin耐性遺伝子を同時
発現するトランスポゾン型プラスミドを導入し、薬剤選別を行なった。残念ながら、その過程で細胞が劣化し、
増殖を止めた。目下、親株の特性を保持したまま不死化が可能な細胞株を樹立し、再実験を行っている。

研究成果の概要（英文）：Alkaline phosphatase (ALP) is a useful marker for stem cells that 
differentiate into human deciduous tooth dental pulp cells (HDDPCs). In this study, we attempted to 
enrich for ALP-positive cells from HDDPCs via a genetic engineering-based approach. We employed a 
PiggyBac (PB)-based gene transfer system, which is known to be effective for the enrichment of 
transfectants. We found that this system is useful for acquiring transfectants when HDDPCs are 
transfected with PB vectors carrying cDNA for enhanced green fluorescent protein (EGFP). 
Subsequently, a PB vector carrying the EGFP cDNA and a puromycin resistance gene under the control 
of the ALP promoter was introduced into HDDPCs together with a transposase expression vector. 
Unfortunately, this caused accidental arrest of cell proliferation. To overcome this problem, we 
successfully created a HDDPC-derived immortalized cell line, which will be used as a source for 
ALP-positive HDDPCs. 

研究分野： 小児歯科
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１．研究開始当初の背景 
乳歯をオーダーメイド再生医療へ応用す

るため、tooth bank 設置の動きが国内のみな
らず世界的にも拡大しつつある（Arora et 
al., J Clin Pediatr Dent 33, 289-94, 2009; 
Huang, J Exp Clin Med 2, 111-7, 2010）。
もし、若い時期に乳歯を提供した患者が、将
来何らかの理由で歯の損傷を受けた場合、そ
の損傷部位を自分の細胞で補い、永久歯を再
構築できれば、患者の QOL に大いに貢献でき
る。その可能性を睨み、既にいくつかのラボ
では、様々な歯（乳歯や智歯など）から歯髄
幹細胞（dental pulp stem cells: DPSCs）
と称される細胞を濃縮し、その特性解明（分
化ポテンシャル、増殖性、遺伝子発現パター
ンなど）が行われている。その結果、DPSCs
の特性について、以下のような知見が集積さ
れている。１）幹細胞は骨髄内の多能性幹細
胞である間葉系幹細胞（mesenchymal stem 
cells：MSCs）のような繊維芽細胞様の形態
を示す（Gronthos et al., PNAS 97, 13625-30, 
2000）、２）増殖性は MSCs と比肩するほど、
高い（Miura et al.,  PNAS 100, 5807-12, 
2003）、３）脂肪細胞や骨細胞への分化多能
性を有する（Zhang et al., Tissue Eng 12, 
2813-23, 2006）、4）Hoechst 33342 などの蛍
光色素による染色に対し抵抗性を示す（いわ
ゆる side population [SP]としての性質を示
す）（Iohara et al., Tissue Eng Part A 17: 
1911-20, 2011）、５）歯構成細胞の分化を促
すようなリン酸 Ca で構成される３次元的な
単体（scafold）に細胞を埋め込み、これを
免疫不全マウス皮下に移植すると、象牙芽細
胞などの歯構成細胞が生じ,象牙質形成が起
こる（Couble et al., Calcif Tissue Int 66, 
129-38, 2000）。しかしながら、研究の多く
は歯髄の初代細胞（即ち、細胞集団が多彩）
をそのまま実験に用いており、SP として単離
する以外、特定の細胞集団を選択的に濃縮す
る試みはされていない。 
申請者はこれまで、乳歯から初代培養で確

立したDPSCsを用いて様々な検討を進めてき
た。例えば、ES/iPS 細胞や初期胚細胞で未分
化マーカーとして認知されるアルカリ性フ
ォスファターゼ（ALP）について、その活性
を細胞化学的に検出すると、６～12 歳頃の患
者５検体の初代培養細胞でALP活性が高いも
のと低いものとがあった。しかも、ALP 活性
が高い検体でも、ALP 陽性細胞と陰性細胞と
が混合した状態であった。従って、DPSCs を
再生医療に利用する場合、初代培養細胞から
何らかの方法で特定の DPSCs を選定し、濃縮
する必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者は患者５検体から得た歯髄細胞

（dental pulp cells: DPCs）から iPS 細胞
を樹立する試みを行い、実際、幾つかの iPS
細胞株樹立に成功した。その過程で、DPCs の
特性と iPS 細胞のでき易さには相関性があ

ることに気が付いた。即ち、ALP 活性が高く、
増殖性が高いもの、OCT4 や NANOG など他の幹
細胞特異的遺伝子発現が高いものがiPS細胞
になり易いという結果を得た（Inada et al., 
2016）。 
一般的に、繊維芽細胞などの分化細胞から

初期化するよりも、未分化な幹細胞から初期
化した方がiPS細胞化し易いという。従って、
ALP活性が高いDPCsにDPSCsが多く含まれる
と考えた。このような DPSCs の特性を解析す
るには、先ず、ALP 陽性細胞を培養 DPCs から
単離する必要がある。ALP は細胞膜に局在す
るが、ALP 抗体を用いた FACS による選別は手
技的な困難さが予想される。そこで、遺伝子
工学的手法でそれを得ることを考えた。 
即ち、本研究では、１）ALP プロモーター

（ALPp） + 蛍光遺伝子+ 薬剤耐性遺伝子導
入 DPCs 安定株（ALP 陽性）を樹立する、２）
当該細胞の幹細胞としての可能性について
分子生物学的、生化学的解析に、また、その
分化多能性を in vitro, in vivoから検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
前述の目的遂行には、DPCs への効率的な遺

伝子導入方法の確立が求められる。先行研究
で電気穿孔法に基づく Neon® Transfection 
system（Invitrogen：現有設備）を用いて DPCs
に遺伝子導入を行なった。すると、70%以上
の細胞が transfection された。しかし、残
念ながら、理由は不明だが、その後の薬剤選
別による安定株取得は不可能であった。そこ
で、哺乳類細胞への効率的遺伝子導入に有効
とされるトランスポゾンの一種 piggyBac の
適用を考えた。 
まず、piggyBac系を用いて ALP 陽性細胞の

みを選別するためのプラスミド pT-AEIN（後
述）を構築する。初代培養の歯髄細胞に
pT-AEIN と transposase 発現プラスミド
pTrans を共遺伝子導入し、EGFP 発現を指標
とする ALP 陽性細胞を選択的に濃縮する。次
いで、得られた ALP 陽性細胞株の DPSCs とし
ての可能性を検討すべく、分子生物学的、生
化学的解析を行う。さらに、機能的な側面を
探るべく、in vitro、in vivo での象牙芽細
胞への分化能（象牙質形成誘導）などを含む
多分化能性についても検討を加える。 
1) ALP 陽性細胞で特異的に EGFP と neo を発
現するプラスミドｐT-AEIN の作製 
pT-AEIN は Transposase が認識し、結合す

る acceptor 部分（PB と呼ぶ）を両端に配し、
その内側にウニアリルサルファターゼ由来
のインスレーター（Ars）（Watanabe et al., 
Genes Cells 11, 1009-21, 2006）、更にその
内側に ALPp で支配される EGFP と neo が配置
される構造をとる（図１）。ALPp（1.2 kb；
Yusa et al., J Leukoc Biol 68, 772-7, 2000）
はヒト由来で既に入手済み。Ars は pT-AEIN
がホスト染色体に組み込まれた際、周りの染
色体からのマイナスの影響（遺伝子サイレン



シング）を遮断する働きがあり、Ars 内の発
現ユニット（ALPp + EGFP + IRES + neo）を
正常に機能（発現）させる。 
2) DPCs へのｐT-AEIN プラスミドの遺伝子導
入と組換え細胞の単離、評価 
pTrans と pT-AEIN の 2 種のプラスミドを

1:1（各 1 g）の比率で混合し、この混合液
に DPCs（5 X 105）を加え、電気穿孔をかけ
る。細胞内に導入された pTrans から
transposase が発現され、これが PB 部位を内
蔵する pT-AEIN プラスミドの PB 部位に結合
し、プラスミド骨格を残し、発現ユニットの
みが宿主染色体のAATT部位に挿入される（図
１）。遺伝子導入後、G418 を含む培地で細胞
を選別し、生じたコロニーを拾い、EGFP, ALP
発現の有無を蛍光顕微鏡下、あるいは細胞化
学的染色で確認する。また、細胞を更に拡張
し、最終的にゲノムDNAのPCR解析でpT-AEIN
がゲノムに組み込まれていることを確認す
る。 

 
図 1：pT-AEIN プラスミドの遺伝子導入と 

 組換え細胞の単離 
 

3) ｐT-AEIN 導入 ALP 陽性組換え細胞の特性
解析 
得られた細胞が幹細胞としての特性を備

えるかを確認するため、幹細胞特異的マーカ
ー（OCT4, NANOG, REX-1, ALP, ABCG2, LEF-1
など）の発現を RT-PCR 法で、Hoechst 33342
による染色への抵抗性などを解析する。 
 
４．研究成果 
① まず初めにトランスポゾンによる遺伝子
導入法の初代 DPCs に対する有効性を検討す
るため、細胞に蛍光遺伝子を内蔵するトラン
スポゾンと pTrans を共に Neon system を用
い遺伝子導入を行った。その結果、効率的に
遺伝子導入株が取得でき、且つ長期培養後も
導入遺伝子が脱落せず、その発現が持続され
ることが示された。また、通常は導入遺伝子
の種類が増えると、遺伝子の導入効率が著し
く低下するが、本システムでは２種類の蛍光
遺伝子を一つの細胞に同時に導入し、且つ両
方の遺伝子を同時に発現させることもでき
た。以上の事から、piggyBac系を用いた遺伝
子導入法は有効であることが示された
（Inada et al., 2015）。 
 
② 遺伝子工学的に ALP 陽性細胞が初代 DPCs

に存在するかを調べるために、ALPp の制御下
EGFP を発現するプラスミド pALPE を DPCs へ
一過的に遺伝子導入を試みた結果、EGFP を発
現する DPCs が見られた（右下図）。 
 
③ 次に、ALP 陽
性安定株を得る
ために、ALPp の
制御下 EGFP と
puromycin 耐性
遺伝子（pac）を
同時発現するトランスポゾン型プラスミド
pTA-ALPEIP を構築した。本来であれば、ALP
陽性安定株を得るために、pT-AEIN を用いる
べきであるが、puromycin を用いた選別が後
日最も優れており、且つ、生じるコロニーの
形態も良好であることが判ったため、neo の
代わりに pac を用いることにした。得られた
pTA-ALPEIPとpTransとを共にDPCsに遺伝子
導入後、puromycin で選別し、遺伝子導入安
定株を増殖させる試みを行ったが、選別後に
細胞が劣化することが頻繁に見られ、解析可
能な細胞数を確保することが困難だった。 
 
④ そこで、別の試みとして、DPCs を single 
cell にした後、ALP 活性検索用の組織化学染
色 を 行 い 、 陽 性細 胞 を 実 体 顕 微 鏡 下
mouthpiece で制御される micropipette を用
いて single cell を採取する試みを行った。
具体的には、培養用 plastic dish にて増殖
した DPCs を 0.25％ Trypsin-EDTA で剥離す
る。浮遊細胞を 4%ホルマリン固定後、ALP 活
性検出キットで細胞化学染色し、室温暗室に
て一晩静置後、4%牛胎児血清(FBS)を含むリ
ン酸 buffer（FBS -PBS）に置換する。この
ALP染色細胞懸濁液を非接着性 plate 上に 20 
µL 滴下する。上述の micropipette を用いて
実体顕微鏡観察下 ALP 陽性、陰性細胞それぞ
れを単一細胞として分取し、FBS-PBS 滴内で
洗浄後、tube 内の 1 µL FBS-PBS 滴に単一細
胞として収める。その結果、single cell の
状態で採取することが可能であった。今後、
単一細胞から cDNA を増幅させ、ALP やその他
幹細胞マーカー遺伝子の mRNA について各種
解析を行う予定である。 
 
⑤ヒトなどの初代培養細胞では、ヘイフリッ
ク限界（Hayflick limit）と呼ばれる分裂回
数の制限があるため、ある回数の細胞分裂を
行った後、細胞増殖が止まる。従って、上記
③で述べた細胞の劣化の問題は、想定された
問題でもあった。現状では、初代 DPCs を扱
う限り、このような問題につき当たる。そこ
で、この問題を解決すべく、上記④と並行し
て「細胞の不死化」を行った。一般的に、細
胞分裂の回数はテロメアの長さに依存する。
テロメア伸長酵素 telomerase を初代培養細
胞で強制発現させると、分裂回数の制限が解
除され、永遠に増殖可能な状態（細胞不死化、
immortalization と呼ばれる）となる。我々



は telomerase 活 性 を 誘 導 す る ヒ ト
telomerase 触媒サブユニット（hTERT）遺伝
子を piggyBac 系を用いて DPCs に導入した。
その結果、親株の特性を保持したまま、不死
化細胞株を樹立することができた。今後、得
られた不死化細胞株を用い、ALP 陽性細胞の
単離、増殖を試みる予定である。 
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