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研究成果の概要： 

糖鎖は生体のシグナルとしてはたらくタンパク質を多彩に修飾し、その生理的機能および伝達

を制御する。本研究の目的は、歯や硬組織における形態形成と分化における糖鎖の役割を明ら

かにすることである。ヘパラン硫酸プロテオグリカン硫酸基分解酵素である Sulf1 と Sulf2 遺

伝子に注目し、その発現部位、ノックアウトマウスの表現型、また in vitro の解析の結果から、

糖鎖の修飾が少なくとも Wnt シグナルの制御を介して、歯の形態形成と分化に関与しているこ

とが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

歯の再生医療は歯科における最重要課題の

ひとつであり、これを実現化させるための基

盤として、歯の発生のメカニズムの解明は重

要である。糖鎖はタンパク質が翻訳された後

に付加し、生体のシグナルとしてはたらくタ

ンパク質を多彩に修飾することで、生物の多

様性と複雑な器官形成を可能にしている。こ

のような糖鎖によるタンパク質の修飾は、細

胞、臓器、個体などの多様性を生み、タンパ

ク質はゲノム情報では推定できない多くの機

能を得ることが可能となる。 



一方、ムコ多糖症Ⅳ型（Hunter症候群）や

ムコ多糖症Ⅱ型（Morquio症候群）の臨床症

状からも、糖鎖が歯を含む硬組織の形成に重

要な役割をはたすことは疑いがない。しかし

ながら、糖鎖の歯の形成や硬組織の分化制御

における機能の詳細な検討は、未だ試みられ

ていなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、糖鎖が歯の形成や硬組織

の分化制御においてどの様な機能を果たすの

かを検討することである。特に、上皮間葉相

互作用における基底膜および細胞表面に存在

するヘパラン硫酸プロテオグリカンによる、

シグナル分子の伝達のメカニズムに注目した。 

具体的に本課題では以下の点を明らかに

する。 

(1) 歯の発生における、ヘパラン硫酸6－Oエ

ンドスルファターゼであるSulf1とSulf2

の発現のパターン解析 

(2) Sulf1とSulf2遺伝子の機能解析 

(3) 歯の形成において硫酸基の果たす機能的

役割の解析 

 

３．研究の方法 

ヘパラン硫酸 6－O エンドスルファターゼ

Sulf1 と Sulf2 の発現パターンおよび in 

vitro における機能解析を行う。 

(1) 遺伝子発現の解析 

in situ hybridization 法を用いて 歯の発

生時の Sulf1 と Sulf2 mRNA の発現パターン

を明らかにする。 

(2) 遺伝子改変動物を用いた解析 

Sulf1 と Sulf2 のそれぞれのノックアウトマ

ウス、ダブルノックアウトマウスにおける歯

の表現型の解析を行う。 

①マイクロ CT によって、歯の構造の詳細を

検討する。 

②in situ hybridization によって、発現が

変動する分子を検討する。 

(3) 硫酸基の役割についての in vitro 解析 

①塩素酸ナトリウム(chlorate)はヘパラン

硫酸プロテオグリカンの硫酸基を加水分解

する。一方、歯髄由来の MEDP 細胞は象牙質

に特異的な細胞外基質である Dspp を発現す

る。そこで、MEDP 細胞と塩素酸ナトリウムを

用いて、硫酸基の状態が Dspp の発現に果た

す役割を検討する。 

②細胞表面のプロテオグリカンはその硫酸基

の状態によってWntタンパクとの親和性が変

化する。一方、Wnt10aは象牙芽細胞に特異的

に発現し、Wnt10aの強制発現はDsppを誘導す

ることが知られている。このWnt10aによる

Dsppの誘導が、細胞表面のプロテオグリカン

の硫酸基の状態によって変化するかを検討す

る。 

 

４．研究成果 

(1) ヘパラン硫酸6－Oエンドスルファター

ゼであるSulf1とSulf2は歯の発生において、

エナメル上皮や歯髄細胞などに特異的に発現

することを見出した。その発現分布から、そ

の発現は上皮間葉相互作用によって制御され

ていることが示唆された。 

(2)  Sulf1とSulf2の機能的役割を検討する

ために遺伝子改変動物を用いて歯の表現形を

解析した。 

①マイクロCTによる解析の結果、Sulf1と

Sulf2のそれぞれのシングルノックアウトマ

ウスは歯に表現型を示さなかったものの、ダ

ブルノックアウトマウスは、象牙質の形成不

全を起こし、更に歯根が短小である事を見出

した。このことから、ヘパラン硫酸6－Oエン

ドスルファターゼは歯の形成において歯の形

態形成と象牙質の分化に関与すること、Sulf1

とSulf2の間に機能的冗長性(functional 



redundancy)があることが示唆された。 

②Sulf1とSulf2のダブルノックアウトマウス

はDsppの発現が減少していることがin situ 

hybridizationより明らかとなった。 

(3) ヘパラン硫酸プロテオグリカンの硫酸

基が果たす役割について、歯髄由来の MEDP

細胞を用いて in vitro で検討を行った。①

MEDP 細胞に塩素酸ナトリウム(chlorate)を

添加すると細胞表面のヘパラン硫酸プロテ

オグリカンの硫酸基が外れ、象牙質の特異的

細胞基質のマーカーである Dspp の発現が増

加した。このことから、ヘパラン硫酸プロテ

オグリカンの硫酸基の状態は、象牙芽細胞の

基質産生に関与することが示唆された。 

②MEDP 細胞に Wnt10a を強制発現させると

Dspp の発現が誘導された。さらに、chlorate

を添加すると Dsppの発現が著しく増加した。

また、Wnt10a は象牙芽細胞の分化に関与して

いることが知られている。これらのことから、

ヘパラン硫酸プロテオグリカンの硫酸基の

状態は、Wnt シグナリングを介して、象牙芽

細胞の分化に関与していることが示された。

これらの成果は現在、投稿中である。 
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