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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、骨芽細胞分化に必須の転写因子である Runx2 の歯牙における第三象牙質形成との関

連を明らかにすることを目的とし、ヒト抜去歯における第三象牙質、および実験的にマウス臼

歯に形成させた修復象牙質を対象にして、第三象牙質における Runx2の発現と基質の性状を組

織化学的に解析した。その結果、ヒト第三象牙質およびマウス修復象牙質の形成細胞は Runx2

を発現しており、また、それらの細胞と基質には骨組織に主に発現する osteopontin や

osteocalcin 等が強く発現していた。すなわち、第三象牙質の形成には Runx2 が関与し、その

基質は骨組織の性状と類似していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to clarify the role of Runx2, which is an essential transcription 
factor for osteoblast differentiation, in tertiary dentin formation. We examined tertiary 
dentin of human teeth, and reparative dentin that was experimentally formed in mouse 
molars, and have immunohistochemically demonstrated that Runx2 was expressed in the 
formative cells of tertiary dentin, and osteopontin and osteocalcin, which were highly 
present in bone tissue, were also expressed in tertiary dentin. Thus, it was suggested 
that Runx2 plays a role in tertiary dentin formation. 
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１．研究開始当初の背景 

 我々の研究グループは、Runx2 が骨芽細胞

分化において必須の遺伝子であることを世

界に先駆けて発見し、また、骨芽細胞の後期
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分化を抑制することを明らかにしてきた。一

方、Runx2 ノックアウトマウスの歯牙形成は、

帽状期までに停止し、象牙芽細胞の分化が認

められないことから、Runx2 は歯牙形成でも

重要な因子であることが報告されている。歯

胚において、Runx2 は帽状期までの歯乳頭細

胞と前象牙芽細胞、および歯小嚢に発現し、

鐘状期以降の歯乳頭および象牙芽細胞では

発現が低下する。我々は、Col1a1 プロモータ

ーを用いて象牙芽細胞特異的に Runx2を過剰

発 現 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク

(Tg)(Col1a1-Runx2) マウスを作成し、象牙

芽細胞分化過程における Runx2の機能解析を

行い、① Runx2は象牙芽細胞の正常な分化の

ためにはダウンレギュレーションされない

といけないこと、② Runx2の発現は象牙芽細

胞を骨芽細胞の性質を有する細胞に形質転

換することを明らかにした（ Miyazaki et 

al., Arch.Histol.Cytol.71:131-146, 2008）。 
 Tg(Col1a1-Runx2) マウスにおける象牙質

は、骨組織の構造を呈し、う蝕・咬耗・磨耗・

窩洞形成等の刺激により形成される第三象

牙質のうち歯髄細胞から新たに分化した細

胞が形成するとされる修復象牙質の特徴と

多くの共通点を有していたことから、修復象

牙質形成における Runx2の関連性が示唆され

た。これまでに、Runx2 が歯髄内の骨様組織

形成細胞に発現しているという免疫組織学

的報告はあるものの、第三象牙質形成におけ

る Runx2 の機能を解析した報告はなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、Runx2 の発現と第三象牙

質形成との関連性を明らかにすることであ

り、そのために、ヒト抜去歯および実験的な

マウス臼歯における修復象牙質を用いて、第

三象牙質における Runx2の関連と性状を組織

化学的に解析した。 

 

３．研究の方法 

 （１）対象：ヒトの歯については、矯正治

療による健常な抜去歯を対照として、齲蝕

や破折、および歯周炎により抜歯した歯に

ついて解析した。実験的には、４週齢マウ

スの萌出後間もない臼歯を用いて、ダイヤ

モンドポイントで咬頭部を研磨して象牙質

を露出させたものについて、研磨後 3 時間、

1 日、 1週 で非研磨群と比較解析した。ま

た、加齢マウス(１年齢)臼歯における自然

摩耗により形成された象牙質、および

Tg(Col1a1-Runx2) マウスの象牙質につい

ても比較対象として用いた。 

 （２）光学顕微鏡観察用試料の作製：ヒト

抜去歯については、4％paraformaldehyde

固定液で浸漬固定し、マウス臼歯について

は、同液で灌流固定後、通法によりパラフ

ィン包埋して切片を作製した。形態観察の

ためには HE 染色を行い、ヒト歯については

Arana-Chavez and Massa(2004)等の文献を

参考に、第三象牙質を象牙細管や埋入細胞

の有無などによりタイプ分けを行った。 

 （３）Runx2 の発現、および分化関連因子・

象牙芽細胞マーカー・各種硬組織基質タン

パク発現の組織化学的解析：Runx2、および

分化因子として Osterix、象牙芽細胞マー

カーとして Dentin sialophosphoprotein 

（DSPP）、nestin、硬組織基質タンパク質と

して osteopontin、osteocalcin、dentin 

matrix protein 1（DMP1）の発現を免疫組

織化学により解析した。マウスモノクロナ

ー ル 抗 体 {Runx2, MBL; nestin 

(anti-mouse,Millipore)} は 、 Histofine 

Simple stain MAX-PO (M) (Nichirei)を用

い て 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

{osteopontin, DMP-1, IBL; osteocalcin, 

Takara Bio; nestin(anti-human, 

Millipore)}は、 Histofine Simple stain 



MAX-PO(R) (Nichirei)を用いて反応を行

い、DAB 液、または DAB-Nickel液でそれぞ

れ茶色、黒色に発色を行い、メチルグリー

ンで対比染色して観察を行った。 

 

４．研究成果 

 （１）ヒト第三象牙質 

  従来の分類に従い、第三象牙質として、

①少数の象牙細管しか有さないもの、②象

牙細管の走行がみだれたもの（細胞封入体

を有するものを含む）、③象牙細管がないも

の（細胞封入体を有するものを含む）を分

類した。これらの第三象牙質に歯髄結石を

含めて Runx2 の発現を解析したところ、そ

れらの基質表面に存在する細胞と埋入した

細胞は形態的に象牙芽細胞と異なり扁平で、

Runx2 が発現していた（図１A,B）。さらに

Runx2 陽性細胞およびそれに面する細胞と

基質には、osteopontin と osteocalcin の

発現が認められた（図１C,D）。 

 

  （２）マウス修復象牙質 

  マウス臼歯の咬頭部を研磨して象牙質

を露出させると、研磨３時間後の観察です

でに象牙質の修復が観察された（図２A,B）。

その修復象牙質表面に並ぶ細胞には Runx2

の発現が認められ、その発現は今回観察し

た研磨１週後まで確認された（図２C）。ま

た 、 そ れ ら 修 復 象 牙 質 に お い て は

osteopontin の強い発現（図２D）と象牙芽

細胞における nestin の発現の低下が認め

られた。また、Runx2 と osteopontin の発

現は、加齢に伴う自然摩耗により形成され

た修復象牙質表面の象牙芽細胞にも認めら

れた。 

 

 （３）以上の結果より、ヒト第三象牙質お

よびマウス修復象牙質において、その形成

には Runx2 が関与することが強く示唆され

た。また、それらの形成細胞、および基質

には骨芽細胞と骨基質に主に発現する

osteopontin, osteocalcinの発現が見られ

図１ ヒト第三象牙質（星印）における

Runx2 (B), osteopontin (C), 

osteocalcin (D)の発現。いずれも原生

（第二）象牙質との移行部から（矢印）

第三象牙質に相当する面に存在する細

胞に発現が認められる。Aは HE 染色。ス

ケール: 100μm 

図２ 歯冠研磨後のマウス修復象牙質

（星印）における Runx2と osteopontin,

の発現。修復象牙質に面する細胞に

Runx2 の発現が認められ（C：矢印）、形

成開始時の基質に osteopontinの強い発

現が認められる（D：矢印）。A,Bは HE 染

色で、Bは A枠内の拡大。スケール: A=200

μm; B-D=50μm 



ることから、第三象牙質は骨組織様の性状

を持つことが明確になった。 
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