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研究成果の概要（和文）：硬組織の石灰化に際しMMP-2で分解される石灰化制御基質タンパクの存在を想定し、
探索することを当初の目的とした。MMP-2欠損における骨の石灰化低下の背景を理解するために、最初に、MMP-2
欠損に伴う骨のミネラルを構成するカルシウム及びリンと有機質の構成元素である炭素の濃度変動を検討するこ
ととした。生後７週齢を中心に、MMP-2欠損マウスおよび野生型マウスの脛骨をマイクロX線CTおよび分析走査電
子顕微鏡で解析し、また組織学的に検討した。脛骨の皮質骨の骨密度はMMP-2欠損マウスで野生型マウスより低
かった。一方、野生型とMMP-2欠損の間で構成元素濃度や組織学的所見には違いが認められなかった。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to search for regulatory matrix proteins in bone and
 tooth calcification that are degenerated by MMP-2 (Matrix Metalloproteinase-2). The concentration 
of elements of calcium, phosphorus and carbon was compared between MMP-2 deficient mice (MMP-2 KO) 
and wild type mice (WT) to understand how deficiency in MMP-2 affects composition of the elements 
and how the element composition is involved in calcification. Tibiae of MMP-2 KO and WT at 7 weeks 
were examined with micro-computed tomography, scanning electron microscope with energy dispersive 
X-ray spectroscopy and histology. The bone mineral density of the cortical bone in tibiae were lower
 in MMP-2 KO than WT. In contrast, no significant difference was recognized in composition of the 
elements or in histological observation.

研究分野： 口腔組織発生学

キーワード： MMP-2欠損マウス　骨　石灰化　マイクロX線CT　エネルギー分散型X線分析　基質タンパク

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MMP-2等の細胞外基質タンパク分解酵素が骨の石灰化に役割を担うことは想定されてきたが、ミネラルにおける
元素の構成にどのように影響するかは不明である。本研究ではMMP-2欠損で７週齢の段階のマウスでは骨密度が
低下することを確認した一方で、カルシウムとリンの濃度が変化しないことを示した。本研究の結果はMMP-2に
よる骨ミネラルの元素構成に対する制御に関する研究に繋がることが期待され、意義深いと考える。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者等はラットを用いて骨と象牙質の発生過程を検討し、石灰化に基質タンパクの分解が伴
うことを示してきた。骨については、類骨の石灰化に伴い、骨芽細胞と骨細胞が基質タンパクの
分解酵素である MMP 2（マトリックス・メタロプロテアーゼ-２）の遺伝子を発現し、類骨にそ
の酵素活性が認められることを報告した。石灰化に際し骨芽細胞と骨細胞が MMP-2 を分泌し
類骨中の基質タンパクを積極的に分解する可能性を示した。象牙質についても、象牙芽細胞にお
ける MMP-2 の遺伝子発現と象牙前質における MMP-2 の酵素活性を報告し、石灰化に際して象
牙芽細胞が象牙前質の基質タンパクを分解する可能性を示している。一方、MMP ファミリー分
子の中で、特に MMP-2 の遺伝子欠損マウスでは、骨に石灰化の低下が報告されている。また、
骨や象牙質と同様にリン酸カルシウムのミネラル結晶が沈着する動脈壁でも、石灰化が MMP-2
の欠損や酵素活性阻害で低下することが知られている。以上から、骨および象牙質の石灰化過程
で、類骨と象牙前質には石灰化を制御する基質タンパクが含まれ、そのタンパクを骨芽細胞・骨
細胞と象牙芽細胞が MMP-2 を利用して分解し石灰化を進行させることが考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
骨芽細胞と象牙芽細胞は石灰化に際し、核となる基質小胞を細胞外に放出し、リン酸カルシウム
のミネラル結晶が核から成長して石灰化が進行すると考えられている。申請者等の研究から、石
灰化が基質小胞の核から進行する過程を基質タンパクが制御すると考えられるが、そのタンパ
クの実体は不明である。骨と象牙質の石灰化に際し MMP-2 で切断（分解）される「石灰化制御
基質タンパク」を探索することを当初の目的とした。MMP-2 欠損における骨の石灰化低下の背
景を理解するために、最初に、情報の乏しい MMP-2 欠損に伴う骨のミネラルを構成する元素
（カルシウム、リン）の濃度変動を検討することとした。合わせて、有機質分子の指標として、
炭素元素についても同様に濃度変動を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）MMP-2 欠損マウスの導入と遺伝子型検出（genotyping） 
 
MMP-2 欠損マウス（GelA KO）を理研バイオリソース研究センター（理研 BRC）から導入し、本学
の動物実験施設における検疫を経て、繁殖を開始した。理研 BRCの情報に基づき、遺伝子型検出
のための PCR 条件の検討を行った。その結果、野生型配列の検出には GelA Forward (5’-
GTGCTACTGCAGGATAAACTGATG-3)と GelA Reverse（5’-CCGGGACAGGAACGTACTGGGTTC-3’）のプライ
マーを用い、94℃ 2 分の熱変成の後、98℃ 10 秒、55℃ 30 秒、68℃ 60 秒の 3ステップを
30 サイクル繰り返し、さらに 72℃ 10分の伸長反応を行う反応条件を設定した。ノックアウト
配列の検出には、GelA Forwardおよび PGKF（5’-CCGGGACAGGAACGTACTGGGTTC-3’）のプライマ
ーを用い、94℃ 2 分の熱変成の後、98℃ 10 秒、58℃ 30 秒、68℃ 60 秒の 3ステップを 30
サイクル繰り返し、さらに 72℃ 5分の伸長反応を行う条件とした。 
 
（２）試料作製 
 
生後７週齢を中心に、以下に記載したように、２週齢、１２週齢および２４週齢の MMP-2 欠損（-
/-）および野生型（+/+）のマウスを全身麻酔下に 4%パラホルムアルデヒドまたは 4%パラホルム
アルデヒド-1%グルタールアルデヒドで灌流固定した。下肢を試料として採取した。 
 
2週齢 雄 -/- 3 個体  +/+ 2個体;  雌 -/- 1 個体  +/+ 0 個体 
７ 週齢 雄  -/- 11 個体  +/+ 10 個体;  雌 -/- 9個体  +/+ 4 個体 
15 週齢 雄 -/- 1 個体  +/+ 1 個体； 雌 -/- 1個体  +/+ 1 個体 
24 週齢 雌 -/- 3 個体 +/+ 1 個体 
 
（３） マイクロ X 線 CT 
 
上記（２）で固定した一部の試料に対して、マイクロ CT（Scan Xmate－E090 , Comscan , Kanagawa , 
Japan）を利用した解析を一定の条件下にて行った。脛骨を検討の対象とした。撮影条件は管電
圧 89kv、管電流 100μA、管電力 8.8W、拡大率 2.86、解像度 17.483μm/pixel とした。撮影後、



 

 

３次元解析ソフト（TRI3D Bon64、Ratoc、Tokyo、Japan）にて撮影画像の解析を行った。３次元
解析ソフトにて、骨体積（BV , cm3）と骨塩量(BMC , mg)を直接的に計測し、骨密度（BMD＝BMC/BV , 
mg/cm3）を算出した。 
 
（４）  SEM-EDX（エネルギー分散型 X 線分析機能を装備した分析走査電子顕微鏡） 
 
上記（２）で固定した一部の下肢の試料は、0.1M リン酸緩衝液により洗浄し、エタノールによ
る脱水を施した。脱水後、t-ブチルアルコールにて凍結包埋し、凍結乾燥した。エネルギー分散
型 X 線分析機能を装備した分析走査電子顕微鏡（JSM-6390LA, EX-2300; JEOL, Tokyo, Japan）
を用いて、SEM－EDX解析した。脛骨の横断面を対象に構成元素（Ca, P, C）の分布と濃度を元
素マッピングおよび点分析で検討した。さらに、点分析の結果から元素の濃度比 Ca/P、C/Caお
よび C/P を算出した。 
 
（５） 組織学的検討 
 
上記（２）で固定した一部の下肢の試料は、10%EDTA で脱灰し、パラフィン包埋試料とした。パ
ラフィン切片はヘマトキシリンーエオジンで染色した。 
 
 
４．研究成果        図１ 
 
（１） マイクロ X 線 CTによる検討結果 
 
マイクロ CT により得られた画像情報から構築した生後７週齢の野生
型マウスおよび MMP-2 欠損マウスの脛骨の三次元像および中央の断面
像を図１に示す。形態的には大きな違いが認められなかった。一方、
脛骨中央部の皮質骨の骨密度は、平均値で野生型マウス 982.7mg/cm3に
対して、MMP-2 欠損マウス 878.9mg/cm3であり、MMP-2欠損での骨密度
の低下が確認できた。 
 
 
 
（２）  SEM-EDXによる検討結果 
 
生後７週齢の野生型（7w WT）マウスおよび MMP-2 欠損(7w MMP2 KO)マ
ウスの脛骨の骨幹中央部横断面に対して SEM-EDX解析した。7w WT お
よび 7w MMP2 KO のいずれとも、図２の横断面におけるA,B,Cの部位の
カルシウム、リンおよび炭素の濃度を点分析し、全体を纏めて試料に
おける濃度とした。結果を表１に示す。Ca, P, Cのいずれの元素濃度
も野生型マウスおよび MMP-2 欠損マウスの間で有為な差は認められな
かった。また、脛骨の骨幹中央部横断面における Ca, P, Cの元素分布
を面分析（マッピング）で検討した結果を図３に示す。いずれの元素
も、7w WTおよび 7w MMP2 KO の間で分布における定性的な違いは認め
られなかった。 
 
図２ 
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図３ 

7w WT     7w MMP2 KO 

 
（３） 組織学的検討結果（図４） 
 
生後７週齢の野生型マウスおよび MMP-2 欠損マウスの脛骨のヘマトキシリンーエオジン染色で、
骨組織に大きな違いは認められなかった。一方、成長板軟骨においては、MMP-2欠損マウスでは、
野生型マウスに比較して細胞密度が低い傾向が見られた。 
 

図４ 

 7w WT    7w MMP2 KO 

 
（４） まとめ 
 
生後７週齢の野生型マウスおよび MMP-2 欠損マウスの脛骨では、緻密骨の骨密度においては、 
MMP-2 欠損マウスで明らかに低かった。一方、野生型および MMP-2 欠損の間で Ca, P, Cのいず
れの元素濃度にも違いが見られず、また脱灰した骨の組織像にも大きな違いは認められなかっ
た。野生型および MMP-2 欠損の間で、マイクロ X 線 CT解析で得られた骨密度の違いに SEM-EDX
解析から得られた構成元素の濃度がどのように反映されるかは不明である。本研究では、コロナ
禍での研究活動の制限が影響し研究の進捗が遅れ、当初目的としていた「石灰化制御基質タンパ
ク」の検討には至らなかった。 
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