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研究成果の概要（和文）：Tmem2;K14-Creマウスはコントールマウスと比較して、エナメル質の形成不全を認め
た。また、HE染色の組織学的解析よりエナメル芽細胞の細胞接着の異常と細胞極性の乱れがあることを明らかに
した。さらに、integrin b1、vinculinといったfocal adhesionに関与する分子のエナメル芽細胞と基底膜にお
ける発現がTmem2;K14-Creマウスにおいて低下していることが明らかになった。また、F-actinの染色性低下や
Claudin1の染色性の低下をTmem2;K14-Creマウスにおいて認めたため、細胞間のtight junctionに異常が生じて
いることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Micro-CT analysis of epithelial-specific Tmem2 conditional knockout 
(Tmem2-CKO) mice exhibit significant reduction of enamel layer at postnatal day (P) 14.  
Histological evaluation suggests loose cell-basement membrane attachment present in Tmem2-CKO mice. 
The reduced and irregular expressions of vinculin and integrin b1 indicate that Tmem2 deficiency 
attenuated the FAs formation. Moreover, the abnormal accumulation of HA in ameloblast layer and weak
 immunoreactivity of claudin1 in Tmem2-CKO mice suggesting the impaired gate function of tight 
junction. Irregular assembly of actin filaments is also observed at apical and basal end of 
secretory ameloblast. Collectively, our data demonstrates the critical importance of TMEM2-dependent
 cell to HA rich extracellular matrix attachments and cell to cell attachments in ameloblasts 
differentiation and enamel matrix mineralization. 

研究分野： 発生生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エナメル質の形成異常は歯の存続に関わる極めて重要な病態である。エナメル質形成不全の患者は、多発性の齲
蝕などによりQOLが著しく低下する。これらに対する根治的な治療法は存在しない。また、メカニズムについて
も不明な点が多く残されている。本研究成果は、Tmem2の遺伝子がエナメル質の形成に関わっていることを示す
初めての報告である。また、顎骨嚢胞の形成についても本研究期間中に明らかにした細胞接着の異常によって一
部説明することが可能である。これらの成果を踏まえ、学術雑誌に投稿準備中である。

※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 
顎骨嚢胞は日常臨床でしばしば遭遇し、罹患患者も極めて多い。さらに臨床症状（感染など）

がない限り自覚症状がなく、発見時には巨大化し、侵襲の大きな手術療法を取らざるを得ない場

合も少なくない。顎骨(発育性)嚢胞形成を模倣するマウスモデルは存在せず、人を対象にした研

究では限界があったため、これまでに顎骨(発育性)嚢胞形成の原因や分子機構について明らか

になってこなかった。 

我々は、新規ヒアルロン酸分解酵素 Tmem2 を同定し、その機能解析を進めている。その中で、

Tmem2 の口腔上皮特異的ノックアウトマウスは出生時には骨格系に異常を認めないものの、生後

8 週齢において顎骨内に骨吸収を伴う嚢胞様の病変を自然発症することを見出した。Tmem2 は一

次繊毛の機能発現に関わる PKHD1 遺伝子と相同配列を有しており、この PKHD1 は腎臓における 

多発性嚢胞形成を主徴とする多発生嚢胞腎の原因遺伝子であることが知られている。一次繊毛

の機能不全は平面細胞極性の異常を介して嚢胞形成に関わることが知られており、また、顎骨に

おける多発性歯原性角化嚢胞の原因遺伝子である PTCH 遺伝子は一次繊毛の形成・機能発現に重

要なヘッジホッグシグナルの構成分子であることから、一次繊毛の機能異常が顎骨嚢胞形成の

新規の分子機構であることが強く疑われる。そのため、Tmem2 の欠失は一次繊毛の機能不全によ

り嚢胞形成を引き起こす可能性がある。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、Tmem2 の口腔上皮特異的(K14-Cre)ノックアウトマウスを解析することで、
これまで明らかにされてこなかった、顎骨(発育性)嚢胞形成の分子機構に関する革新的な知見
を得る。さらに、一次繊毛の機能発現においてヒアルロン酸がどのように関わっているかを検討
することで、一次繊毛の機能を制御する新たな分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
①.Tmem2 の口腔上皮特異的ノックアウトマウスの形態学的解析 

Tmem2 の口腔上皮特異的ノックアウトマウス(K14-Tmem2CKO)を作製し、マイクロ CT による形態

学的解析や組織切片作製による組織学的解析を行う。 

 

②.Tmem2 の口腔上皮特異的ノックアウトマウスにおける細胞の動態・極性の解析 

コントロールならびに Tmem2 ノックアウトマウス(K14-Tmem2CKO)より下顎骨体を取り出し、組

織切片を作製した。作製した組織切片は HE染色を行い、細胞極性を解析した。また、免疫組織

化学的に細胞増殖やアポトーシスといった細胞動態についての観察を行った。。 

 

③.Tmem2 のノックアウトがマウスにおけるエナメル質形成不全のメカニズムの解析 

Tmem2 の局在を解析可能な Tmem2 C-flagマウスを用いてエナメル上皮を含むマウス歯周組織

における Tmem2 の発現を検討する。エナメル上皮細胞の細胞極性に関わる細胞接着関連因子

Vinculin, Integrin b1, Claudin1, F-actionなどの組織染色を行い、細胞極性の異常を引き起

こすメカニズムの検討を行う。さらに、ヒアルロン酸の染色を行うことで Tmem2 の欠失によるヒ

アルロン代謝への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
実験① 
口腔上皮特異的 Tmem2 のノックアウトマウスは、胎生 14 日目において上下顎切歯ならびに臼

歯のエナメル質の低形成を認めた。上下顎骨の大きさには特に有意差は認めなかった。そこで、
マイクロ CT像を用いてエナメル質の厚み定量解析し、Control 群ならびに Tmem2 ノックアウト
マウス群で比較したところ、いずれの解剖学的位置においても Tmem2 ノックアウトマウス群に
おいて有意にエナメル質の厚みが薄いことが明らかになった。さらに、3 ヶ月齢においてマイク
ロ CT撮影を行い、Control 群ならびに Tmem2 ノックアウトマウス群で比較したところ、Tmem2 ノ
ックアウトマウス群では特に臼歯部において咬耗が顕著であり、咬頭が削れて無くなっていた。
また、約 20%において顎骨嚢胞を認めた。顎骨嚢胞はいずれも歯を含んでおり、歯原性の嚢胞で
ある可能性が考えられた。しかし、顎嚢胞の発症率が 100%でないこと、また、発生部位はラン
ダムであることから、さらに解析を進めることは難しいと判断した。エナメル質の形成不全を示
すマウスの中には同様に顎骨嚢胞を生じるという報告もあることから、エナメル質の形成不全
のメカニズムを解析することにより、顎嚢胞の発生機序についても明らかになる可能性がある
と考え、以降の実験ではエナメル質形成不全の発症メカニズムについての解析を優先して進め
ることとした。 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験② 
コントロール群と比較して Tmem2 ノックアウトマウス(K14-Tmem2CKO)群では、前エナメル芽細

胞(PAB)、分泌エナメル芽細胞(SAB)、成熟期エナメル芽細胞(MAB)いずれにおいてもエナメル芽
細胞の基底膜からの剥離と細胞間隙の増大を認めた。また、細胞極性の乱れを認めた。これらの
結果より、Tmem2 はエナメル上皮の細胞接着において重要な役割を果たしていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験③ 
次に、Tmem2 の発現を検出可能な C-Flagマウスを用いて切歯の歯胚における Tmem2 の発現を抗
Flag 抗体を用いて検討を行った。その結果、エナメル上皮の基底膜側に強発現していることが
明らかになった。前エナメル芽細胞(PAB)や成熟期エナメル芽細胞(MAB)においても発現を認め
るが、これらの細胞層では Tmem2 の発現に極性を認めない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. Tmem2 ノックアウトマウス(K14-Tmem2CKO)は、胎生 14 日(P14)にてエナメル質の菲薄化

を認める。３次元構築像(A)、スライズ像(B). エナメル質の定量解析を行った結果、K14-

Tmem2CKO(色付き)において有意にエナメル質の厚みが薄くなっていることが明らかになった

(C)。3 ヶ月齢においてマイクロ CT撮影を行い比較したところ、Tmem2 ノックアウトマウス群

では特に臼歯部において著しい咬耗を認めることが明らかになった。 

図 3. Tmem2 は分泌エナメル芽細

胞(SAB)において apical と basal

において発現を認める。特に、基

底膜(SI)において強く発現して

いる。TP:トームス突起。 

図 2. Tmem2 ノックアウトマウス(K14-Tmem2CKO)では、前エナメル芽細胞(PAB)、分泌エナメル

芽細胞(SAB)、成熟期エナメル芽細胞(MAB)いずれにおいてもエナメル芽細胞の基底膜からの

剥離と細胞間隙の増大を認めた。 



Tmem２は Integrin b1 と結合することで focal adhesionの形成に関わっていることが示されて
いる(Firie et al., 2021 J Biol Chem)。そこで、Tmem2のノックアウトマウスにおいてVinculin, 
Integrin b1 の発現を調べた。その結果、Tmem2 ノックアウトマウスにおいて基底膜側にて
Vinculinや Integrin b1 の発現が著しく低下していることが明らかになった(図 4A, B)。これ
らの結果は、HE 染色組織切片において Tmem2 ノックアウトマウスのエナメル芽細胞が基底膜か
ら剥離している結果を裏付けている。また、基底膜側においてヒアルロン酸が豊富に存在してい
ることが知られており、このことからエナメル芽細胞が基底膜に focal adhesionを介して強固
に接着するためには Tmem2 が必要であることが明らかになった。基底膜における細胞接着は
boder機能を有しており、ヒアルロン酸を含む水溶性の分子がエナメル芽細胞層に進入しないよ
うに制御していることが知られている。また、HE 染色組織切片にて Tmem2 ノックアウトマウス
では細胞間の接着が疎になっていたことから、細胞間の接着機構に異常が生じている可能性を
考えた。そこで、まず HA 結合タンパクにて HAの局在を確認した。その結果、control 群では HA
はエナメル芽細胞層では局在を認めないのに対して、Tmem2 ノックアウトマウス群では基底膜を
超えてエナメル芽細胞層に進入してることが明らかになった(図 4C)。そこで、細胞間接着に重
要である Claudin1 や actin ケーブルの発現を組織化学的手法にて検討したところ、Claudin1 の
発現は連続性が失われて不規則になっており、F-actinにおいても同様の発現パターンを示した
ことから、細胞間接着が一部失われていることが明らかになった(図 4D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tmem2 はエナメル芽細胞をはじめ基底膜を含んだエナメル器において発現が認められ、Tmem2 の

ノックアウトマウスでは Integrin b1 を含む focal adhesionの形成が抑制されており、エナメ

ル芽細胞の基底膜への接着が疎になっており、これによって基底膜の border機能が失われてい

ることが明らかになった。これにより、Tmem2 のノックアウトマウスではエナメル質の形成低下

やエナメル質の脆弱化が起こっていることが分かった。興味深いことに、Integrin b1 のノック

アウトマウスは Tmem2 ノックアウトマウス同様のエナメル質の低形成に加えて、嚢胞を自然発

症することが知られており、本研究期間では十分に明らかにできなかったが、Tmem2 のノックア

ウトマウスにおいて認められて顎骨嚢胞は focal adhesionの形成異常によって引き起こされて

いる可能性が考えられる。今後その点を踏まえて、Tmem2 のノックアウトマウスにおける顎骨嚢

胞形成メカニズムを明らかにしていく予定である。 

図 4. Tmem2 のノックアウト

マウスでは、controlマウス

と比較して基底膜(SI)にお

ける Vinculinの発現が低下

していることが明らかにな

った(A)。さらに、integrin 

b１の発現についても Tmem2

ノックアウトマウスの基底

膜とエナメル芽細胞との境

界において低下しているこ

とが明らかになった(B)。ヒ

アルロン酸結合タンパク

(HABP)を用いたヒアルロン

酸の局在の検討では、エナ

メル芽細胞におけるヒアル

ロン酸の発現が、Tmem2 ノッ

クアウトマウスにおいて増

加していた(C)。さらに、細

胞間接着分子である F-

actionならびにClaudin1の

発現は Tmem2 ノックアウト

マウスにおいて連続性が失

われており、細胞間接着の

異常が疑われた(D)。 
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