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研究成果の概要（和文）：鎖骨頭蓋異形成症と正常対象者の抜去歯牙を用いた検討でRUNX2とCTGF/CCN2のタンパ
ク質局在に変化を認めた．Saos-2細胞においてRUNX2とCTGF/CCN2遺伝子の発現促進および抑制に正の相関関係が
あることを示唆する結果が得られた．またCos-7細胞内でCTGF/CCN2発現に変化をもたらす，いくつかのRUNX2タ
ンパク質の候補領域を同定した．これら研究結果により，RUNX2遺伝子変異箇所の違いによってRUNX2タンパク質
構造が変化し，それに伴ってCTGF/CCN2発現量が変化することによって，歯の萌出に関与する鎖骨頭蓋異形成症
の表現型に変化をもたらすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Analysis of teeth extract from subjects with cleidocranial dysplasia and 
normal subjects revealed changes in protein localization of RUNX family transcription factor 2 
(RUNX2) and connective tissue growth factor (CTGF/CCN2). Positive correlations were evident between 
RUNX2 and CTGF/CCN2 gene expression promotion and suppression in Saos-2 cells. Several RUNX2 protein
 candidate regions were identified that altered CTGF/CCN2 expression in Cos-7 cells. The findings 
indicate that the structure of RUNX2 protein changes depending on the mutation site of the RUNX2 
gene, and that the CTGF/CCN2 expression changes accordingly. These changes result in an altered 
phenotype of cleidocranial dysplasia involved in tooth eruption. 

研究分野：外科系歯学関連

キーワード： CTGF/CCN2　RUNX2　tooth formation
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の形成において重要なRUNX2がCTGF/CCN2の発現を調節し，その調節機構を解析したことによって，歯の形成を
指揮する重要なメカニズムの一端を解明する手がかりとなる結果を得た．これらの結果は，歯の再生医療を樹立
するための基盤となり，また，鎖骨頭蓋異形成症患者においては，RUNX2遺伝子変異箇所の違いに対して，歯科
的なオーダーメイド治療を行うための一助となる成果となったではないかと考えている．

※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 

文部科学省の iPS 細胞研究ロードマップにおいて，歯に関しては，H33 年より再生医療の前臨

床研究を開始し，H35 年より臨床応用を行うことを目指している．しかしながら現時点ではこの

計画実現に向けての基盤は十分とは言い難い．なぜなら歯の形成において様々な因子が複雑に

関与し，全体像がいまだ不明であるためである．したがって今，基盤となる基礎データの蓄積は

最重要課題である． 

 鎖骨頭蓋異形成症は RUNX2 遺伝子変異が原因であるが，鎖骨頭蓋異形成症の表現型として過

剰歯の発生，永久歯の萌出遅延や乳歯の晩期残存が高頻度に発生するため，RUNX2 が歯の形成に

重要な役割を果たしていることは明白である．実際に RUNX2 が歯の形成の各段階で発現してい

る研究データが報告されている (Camilleri S, McDonald F. Runx2 and dental development. 

Eur J Oral Sci 114 :361-373, 2006)． 

一方で我々は CTGF/CCN2 が歯の形成段階で発現していることを明らかとしており，興味深い

ことに RUNX2 ノックアウトマウスでは CTGF/CCN2 の発現が消失することを見出した．以上より

歯の形成において重要な RUNX2 が CTGF/CCN2 の発現を調節していることは明らかであるが，未

だにその調節機構については明らかとされていない．したがって，その調節機構を明らかとすれ

ば歯の形成を指揮する重要なメカニズムの一端が解明されることになり，歯の再生医療を樹立

するための基盤となる成果となるのではないかと考えた． 

２．研究の目的 

現時点では歯の再生医療は未確立だが，歯の形成に関して様々な研究が行われ，歯の再生医療

に寄与する成果が得られてきている．中でも骨芽細胞分化に必須の転写因子 RUNX2 が，歯の形成

にも重要な鍵となる転写因子であることは注目に値する．我々は過去に歯の形成過程において

結合組織成長因子/CCN2 ファミリー2(CTGF/CCN2)が発現しており，しかも，RUNX2 ノックアウト

マウスの歯の形成段階において CTGF/CCN2 の発現が消失することを見出したが，その機構の詳

細は明らかではない．ゆえにこのメカニズムを詳細に解析すれば歯の形成システムに関する新

知見が得られ，ひいては歯の再生の実現に寄与できるのではないかとの考えに至った．本研究で

は歯の形成において，RUNX2 が CTGF/CCN2 の発現を調節しているメカニズムを解析することによ

って，歯の再生医療につながる基盤的成果を得ることを目的としている． 

３．研究の方法 

本研究ではまず健常者および鎖骨頭蓋異形成症(cleidocranial dysplasia;以下 CCD と略す)

患者の抜去歯牙における CTGF/CCN2，RUNX2 の mRNA およびタンパク質発現量を解析し，両者の相

関を確認する．これを基礎データとして以降の研究を A，B の２つに分け培養細胞株を使用して

行う．Aでは RUNX2 が CTGF/CCN2 発現調節を行っていることを証明した後に，RUNX2 と相互作用

してCTGF/CCN2発現を調節している新規因子を同定する．BではCTGF/CCN2発現調節を行うRUNX2

タンパク質の機能領域を特定する．A，B で得られた結果は抜去歯牙より作成した初代歯髄培養

細胞においても同様の結果が得られるか否かを検証する．さらに抜去歯牙とマウス歯胚～萌出

歯の各段階での組織切片を用いて CTGF/CCN2，RUNX2 ならびに新規因子の発現動態と局在を解析

し，それらの歯牙形成における動態と CCD 病態との関連を in vivo で確認する． 

４．研究成果 

In vivo において，鎖骨頭蓋異形成症患者の過剰埋伏歯および正常な対象者からの萌出小臼歯

おける RUNX2 と CTGF/CCN2 のタンパク質局在を明らかにし比較解析した結果，鎖骨頭蓋異形成



症と正常対象者とを比較すると RUNX2 と CTGF/CCN2 のタンパク質局在に変化が認められた．In 

vitro においては，ヒト骨芽細胞様細胞株 Saos-2 細胞における CTGF/CCN2 および RUNX2 の遺伝

子発現を real-time PCR 法を用いて確認し，RUNX2 発現を RNAi による mRNA の knockdown を行っ

たところ，RNAi に用いる dsRNA により実験結果に差が生じるが，CTGF/CCN2 の発現が抑制される

ことを示唆する結果が得られた．また Saos-2 細胞内で DNA transfection により RUNX2 遺伝子

の強制発現を行ったところ，CTGF/CCN2 の発現が促進されることを示唆する結果が得られた．こ

れらの結果よりRUNX２がヒト骨芽細胞様細胞株Saos-2細胞においてCTGF/CCN2の発現を正に調

整していることが示唆された．続いて CTGF/CCN2 発現調節を行う RUNX2 タンパク質の機能領域

の特定を行うため，RUNX2 遺伝子の全長および部分的な発現ベクターを Cos-7 細胞に DNA 

transfection して強制遺伝子発現させ，CTGF/CCN2 発現の変化を解析したところ，その発現に変

化をもたらす，いくつかの候補領域が推定された．これら研究結果により，RUNX2 遺伝子変異箇

所の違いによって RUNX2 タンパク質が変化し，それに伴って CTGF/CCN2 発現量が変化すること

によって，歯の萌出に関与する鎖骨頭蓋異形成症の表現型に変化をもたらすことが示唆された． 
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