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研究成果の概要（和文）：鎖骨頭蓋異形成症はRunx2を原因とする先天性疾患であるが、歯の移動遅延のため矯
正歯科治療が困難である。本研究では、鎖骨頭蓋異形成症の動物モデルであるRunx2ヘテロ欠損マウスに矯正学
的歯の移動を行うとともに骨髄間質細胞に機械的伸展力を負荷した。Runx2ヘテロ欠損マウスは野生型マウスに
比べて、矯正学的歯の移動の遅延と牽引側での類骨低形成が認められた。さらに、Runx2ヘテロ欠損マウス由来
骨髄間質細胞は、伸展力による細胞増殖の亢進が阻害された。そのメカニズムとして、Runx2により細胞の増
殖、分化、生存維持などの機能を調節するmTORC2/Aktシグナルが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cleidocranial dysplasia (CCD) is caused by mutations of RUNX2, and 
orthodontic treatment for CCD patients is difficult because of impaired tooth movement. We examined 
the amount of experimental tooth movement in Runx2+/- mice, the animal model of CCD, and continuous 
stretch was conducted to bone marrow stromal cells (BMSCs). Compared to wild-type the Runx2+/- mice 
exhibited delayed experimental tooth movement, and osteoid formation were impaired on the tension 
side of tooth movement. Runx2+/- BMSCs decreased stretch-induced proliferation. Furthermore, mTORC2 
is regulated by Runx2 to phosphorylate Akt to regulate cell proliferation and differentiation. Runx2
+/- mice exhibited delayed and suppressed expression of mTOR and Rictor in osteoblasts on the 
tension side of tooth movement. Runx2+/- BMSCs inhibited stretch-induced PI3K dependent mTORC2/Akt 
activity to promote BMSCs proliferation. mTORC2 regulated stretch-elevated Runx2 and ALP mRNA 
expression in BMSCs in osteogenic medium.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯の移動　Runx2　機械的刺激

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Runx2ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の移動モデルは機械的刺激による骨リモデリングのRunx2の解析に有用であ
り、Runx2によるmTORC2活性化は伸展力による骨芽細胞系細胞の増殖および骨分化機構に重要な役割をはたすこ
とが示唆された。これらの研究成果は、鎖骨頭蓋異形成症患者の歯の移動遅延メカニズムの解明に繋がり、さら
に同症患者の矯正歯科治療に貢献できると考えられる。

※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 
鎖骨頭蓋異形成症は、常染色体優性遺伝形式を示す先天性疾患であり、鎖骨の消失または形成

不全、泉門閉鎖遅延、関節の弛緩などが認められる。顎顔面領域では、永久歯の著しい萌出遅延、
乳歯の晩期残存、多数歯埋伏、歯の形成不全、骨格性反対咬合等が認められるため、「厚生労働
大臣が定める先天性疾患」に起因した咬合異常として矯正歯科治療に対し健康保険が適応され、
矯正歯科治療が必要となることが多い。しかしながら、鎖骨頭蓋異形成症患者は、歯の移動が健
常者に比較して著しく遅延することが知られており、矯正歯科治療は非常に困難である。鎖骨頭
蓋異形成症の原因遺伝子として、骨形成を担う骨芽細胞分化に必須の転写因子である Runx2 が
同定されている。Runx2 ヘテロ欠損マウスは、鎖骨の低形成、頭蓋縫合部の膜性骨化不全、歯
の萌出遅延などの鎖骨頭蓋異形成症患者と類似した特徴を持つことが知られている。歯に矯正
力を付与すると、機械的刺激による骨リモデリングが歯根周囲に生じ、歯は一定の方向に移動す
る。Runx2 は機械的刺激の伝達にも関与していることが示唆されており、鎖骨頭蓋異形成症の
歯の移動遅延に関与している可能性が考えられるが、Runx2 の矯正学的歯の移動に及ぼす影響
に関する分子メカニズムは未だ不明であり、鎖骨頭蓋異形成症の分子レベルでの歯の移動遅延
の原因は未だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 鎖骨頭蓋異形成症における歯の移動時の骨組織に生じる機械的刺激応答機構を解明するため
に、鎖骨頭蓋異形成症の病態モデルである Runx2 ヘテロ欠損マウスを用いて矯正学的歯の移動
を行うとともに初代培養細胞を使用し、骨代謝における機械的刺激応答機構に対する Runx2 の
機能を in vivo, in vitro で解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスにおける矯正学的歯の移動 
野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの上顎切歯に、直径 0.012 インチのニッケル・チタン製

ワイヤーを装着し、10g の荷重が水平的かつ持続的に加わるように調節して、上顎右側第一臼歯
を口蓋側へ移動させた。左側第一臼歯はコントロールとした。矯正学的歯の移動開始から 0，3，
7，10，14，21 日後にシリコン印象材を用いて野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの上顎歯列
の印象を採得し、歯科用超硬石膏による石膏模型を作製した。得られた石膏模型を用いて上顎左
右側第一臼歯口蓋咬頭間距離を計測し、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の
移動量を計測した。 
 
（2）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの上顎組織切片の作製 
矯正学的歯の移動開始から 0，3，7日後に野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスを全身麻酔下

で 4％パラホルムアルデヒド(PFA)を用いて灌流固定を行った。上顎骨を摘出後、4%PFA を用いて
浸漬固定を行い、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)にて 14 日間脱灰後、上昇エタノール系列およ
びキシレンによる脱水処理を行い、パラフィン包埋した。ミクロトームを用いて、厚さ 5μmの
水平断連続切片を作製した。 
 
（3）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の移動時の圧迫側および牽引側の組織
学的および免疫組織化学的検索 
得られた組織切片に対して、脱パラフィン後、ヘマトキシリン-エオジン(HE)染色および酒石

酸抵抗性酸ホスファターゼ(TRAP)染色を行った。HE 染色では類骨形成量を計測し、TRAP 染色で
は TRAP 陽性の 3核以上の多核細胞を破骨細胞として計測した。免疫組織化学的検索では、mTOR
および Rictor に対する抗体を用いた。ネガティブコントロールとして、 rabbit IgG を一次抗
体の代わりに反応させた。発色には、3,3‐diamino-benzidine tetrachloride (DAB: Nichirei 
Bioscience)を基質として反応させた。 
 
（3）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞における機械的刺激負荷時の細胞
増殖および mTORC2 シグナルの解析 
①細胞培養と機械的伸展力の負荷 
野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスを全身麻酔下で屠殺後、大腿骨および脛骨を取り出し、

骨髄細胞を採取した。セルストレイナーでろ過後、10％牛胎仔血清、ペニシリン、ストレプトマ
イシン含有 Dulbecco’s Modified Eagles Medium で培養した。培養 4日目で浮遊細胞を除去し、
さらに 3 日間培養後、ディッシュ底面に付着した細胞を骨髄間質細胞として使用した。骨髄間質
細胞に機械的伸展力を負荷するために、細胞をシリコンエラストマー製チャンバー（ストレッチ
チャンバー）に播種した。細胞がサブコンフルエントに達した後、伸展装置でシリコンチャンバ
ーを 12％伸展させた。非伸展細胞群は伸展せずに伸展群と同条件で培養し、コントロールとし
た。 



②細胞増殖の解析 
上記と同様に、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞に伸展力を負荷し 24

時間後に CCK-8 キット(Dojindo Laboratories)を使用して、添付文書に従い細胞増殖を評価し
た。 
③ウェスタンブロッティング 
全細胞タンパク抽出液を protease inhibitor cocktail 含有改変 RIPA buffer で採取し、BCA 

Protein Assay Reagent を用いてタンパク量を測定した。 30μgのタンパク質を Tris-Glycine 
SDS-PAGE gel で泳動し、ニトロセルロースメンブレンあるいは PDVF メンブレンに転写した。 メ
ンブレンを mTOR、Rictor、pAkt、Akt に対する一次抗体と 4°C で一晩反応させ、HRP-conjugated 
二次抗体で 1時間反応後、ペルオキシダーゼ活性を検出した。 
④RNA interference 
Rictor の発現抑制のため、RNA interference を行った。Rictor siRNA あるいはコントロール 

siRNA を細胞播種 18時間後にトランスフェクションした。その後、24時間後に伸展力を付加し
た。siRictor のシークエンスは、5’-UCAUCUUUCUGACUAAGCGAAGGGC、コントロールの siRNA シ
ークエンスは 5’- GCCCUCGUUGACUGAAAGAAUCUGA を用いた。 
⑤定量的 RT-PCR 
TRIzol reagent (Invitrogen)を用い、添付文書に従いトータル RNA を抽出し、トータル RNA

から cDNA を合成した。ALP および Runx2 mRNA の発現を、Thermal Cycler Dice Real Time System 
(Takara Bio. Inc.) を使用して、定量的 RT-PCR を用いて測定した。ALP および Runx2 mRNA の
発現量は、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) の発現量に対する相対値で比
較した。 
 
４．研究成果 
（1）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の移動距離の経時的変化について 
野生型マウスにおいて、矯正学的歯の移動距離は、歯の移動開始 3日後で 0日後に比べて有意

に増加したが、歯の移動開始 3日後と 7日後では有意差は認められなかった。歯の移動開始 7日
後から 10 日後にかけては有意に大きく増加したが、10 日後から 21 日後までは大きな変化は認
められなかった。Runx2 ヘテロ欠損マウスでは、矯正学的歯の移動距離は、歯の移動開始 3日後
で移動開始 0 日後に比べて有意に増加したが、歯の移動開始 3 日後以降には有意な増加は認め
られなかった。その結果、矯正学的歯の移動距離は、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスにお
いて、歯の移動開始から 7 日後までは同様な増加となり、両群間に有意差は認められなかった
が、Runx2 ヘテロ欠損マウスの歯の移動距離は野生型マウスに比べ、歯の移動開始 10 日後以降
に有意に減少し、歯の移動が遅延していた。 
 
（2）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の移動時における圧迫側および牽引側
に生じる骨リモデリング時の組織学的変化について 
矯正学的歯の移動時の圧迫側について、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの上顎第一臼

歯歯根の圧迫側の組織切片を用い、TRAP 染色により破骨細胞数を評価した。その結果、Runx2 ヘ
テロ欠損マウス群で野生型マウス群に比べ、TRAP 陽性破骨細胞数が減少していた。矯正学的歯
の移動時の牽引側については、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの上顎第一臼歯遠心根の
牽引側の組織切片を用い、HE 染色により類骨形成を評価した。その結果、野生型および Runx2 ヘ
テロ欠損マウスともに矯正学的歯の移動開始 3 日後に薄く類骨が認められ、歯の移動開始 7 日
後にかけて増加していた。野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの類骨面積は歯の移動開始 0日
後では同様であったが、歯の移動開始 3日後に有意に増加し、その後、経時的な増加が認められ
た。野生型マウスと Runx2 ヘテロ欠損マウスの類骨面積に、歯の移動開始 0日後では有意差は認
めなかったが、歯の移動開始 3，5，7日後には Runx2 ヘテロ欠損マウス群が野生型マウス群に比
べて有意に少なく、類骨の低形成が認められた。 
 
（3）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞における機械的刺激負荷時の細胞
増殖について 
野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞に機械的伸展力を負荷し、24 時間後

に CCK-8 キットを用いて細胞増殖を評価した。その結果、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス
由来骨髄間質細胞はともに機械的伸展力により細胞増殖が有意に亢進した。さらに、機械的伸展
力による細胞増殖の亢進は、野生型マウス由来細胞が、Runx2 ヘテロ欠損由来細胞に比べ、有意
に大きな値を示した。 
 
（4）野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウスの矯正学的歯の移動時の牽引側における骨芽細胞の
mTOR および Rictor 発現の変化について 
矯正学的歯の移動の牽引側の骨形成における Runx2 と mTORC2 の関与を検討するために、mTOR

および Rictor 発現を免疫組織化学的に検索した。矯正学的歯の移動開始 0日後では、野生型お
よび Runx2 ヘテロ欠損マウスの歯根周囲の歯根膜に mTOR および Rictor の発現が認められたが、
Runx2 ヘテロ欠損マウスの歯根膜における mTOR および Rictor は、野生型マウスに比べて低下し
ていた。歯の移動開始 1 日および 3日後では、野生型マウスの牽引側の骨芽細胞で mTOR および



Rictor の発現が認められたが、Runx2 ヘテロ欠損マウスの骨芽細胞では、歯の移動 1日ではなく
３日後に認められ、さらに mTOR および Rictor の発現は野生型マウスよりも減少していた。 
 
（5）機械的伸展による野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞の細胞増殖にお
ける mTORC2 の関与について 
Runx2 ヘテロ欠損マウスでは、野生型マウスに比べて歯の移動の牽引側の骨芽細胞における

mTORC2 関連因子発現の遅延と減少が認められたため、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由
来骨髄間質細胞を用いて機械的伸展力負荷後の mTORC2 関連因子の変化を in vitro で解析した。
非伸展群では、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来細胞において、伸展開始 0時間から 6
時間後で mTOR の発現に変化は認められなかった。機械的伸展力を負荷すると、野生型マウス由
来細胞では、非伸展群に比べて伸展 1 時間および 6時間の両方で mTOR 発現の増加が認められた
が、Runx2 ヘテロ欠損マウス由来細胞では、非伸展群に比べて伸展 1 時間で mTOR 発現の増加は
認められず、伸展 6 時間で増加した。また、Runx2 ヘテロ欠損マウス由来細胞の mTOR 発現は、
非伸展および伸展群の両方で野生型マウス由来細胞よりも減少した。Rictor の発現および Akt
のセリン 473 位のリン酸化においても mTOR と同様の結果が認められた。 
 
（6）機械的伸展による野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞の細胞増殖と
PI3K シグナル経路について 
機械的伸展による細胞増殖における PI3K シグナル経路と mTORC2 経路の関与を検討するため、

野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞に PI3K の阻害剤である LY294002 を処
理後、機械的伸展力を負荷した。その結果、伸展 24 時間後、両マウス由来細胞の伸展による細
胞増殖が抑制された。さらに、LY294002 添加により、野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由
来細胞における伸展による mTOR および Rictor 発現の増加と Akt のリン酸化の抑制が認められ
た。 
 
（7）機械的伸展による野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞の骨分化におけ
る mTORC2 の関与について 
野生型および Runx2 ヘテロ欠損マウス由来骨髄間質細胞の Rictor を siRNA にて抑制し、両マ

ウス由来細胞を骨分化誘導培地下で伸展後、ALP および Runx2 mRNA 発現をリアルタイム PCR で
検討した。ALP mRNA 発現において、コントロール siRNA 群では、非伸展の野生型および Runx2
ヘテロ欠損マウス由来細胞に差はなく、伸展によりそれぞれの非伸展群に比べて発現が上昇し
たが、伸展した Runx2 ヘテロ欠損マウス由来細胞は野生型マウスに比べて増加の程度が低く、発
現量は有意に少なかった。Rictor 抑制群では、非伸展群では両マウス由来細胞とも ALP mRNA の
発現量にコントロール siRNA 群との差は認められなかったが、伸展群では ALP mRNA 発現の増加
が抑制された。Runx2 mRNA 発現において、コントロール siRNA 群では、非伸展の Runx2 ヘテロ
欠損マウス由来細胞は、野生型マウス由来細胞に比べて有意に発現量が少なく、伸展によりそれ
ぞれの非伸展群に比べて発現量が増加したが、Runx2 ヘテロ欠損マウス由来細胞は、野生型マウ
ス由来細胞に比べて発現上昇が有意に少なかった。Rictor 抑制群では、非伸展群では両マウス
由来細胞とも Runx2 mRNA の発現量に変化を認めなかったが、伸展による Runx2 mRNA 発現の増
加は両マウス由来細胞ともに著しく抑制された。 
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