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研究成果の概要（和文）： 
 培養歯胚へのリン酸（Pi）負荷により発現調節される遺伝子群を DNA マイクロアレイに
より網羅的に同定した。その中でも Fibromodulin 遺伝子が，培養歯胚と同様，分化エナメ
ル芽細胞株において Pi 負荷により発現抑制し，その制御には ERK1/2-Egr-1 経路の活性化
が重要であることを確認した。以上のことから，Fibromodulin は Pi 代謝異常を伴うエナ
メル質形成不全に関与する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Microarray analysis identified the odontogenesis-related genes influenced by 
inorganic phosphate (Pi) overload.  Among the genes identified by microarray 
analysis, fibromodulin was downregulated in an extracellular Pi level-dependent 
manner in both cultured tooth germs and differentiated ameloblast lineage cells.  
This suppression of fibromodulin gene was dependent on ERK1/2-Egr1 signaling pathway 
in differentiated ameloblast lineage cells.  These data suggest that the 
fibromodulin may be involved in the etiology of enamel hypoplasia caused by 
hyperphosphatemia. 
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１．研究開始当初の背景 
 歯や骨などの硬組織においては，主に 2つ
の III 型ナトリウム依存性リン酸（Na/Pi）
トランスポーター（Pit1, Pit2）が細胞内へ
のリン酸（Pi）の取り込みを担っていること
が報告されている。近年，我々は，ラット胎
仔頭蓋冠由来細胞を用いた研究で，Pit1 の発
現が骨芽細胞の成熟前にピークに達し，これ
に呼応して Pi の取り込みが増加することを
明らかにした（Yoshiko et al., Mol. Cell 
Biol., 2007）。これは発生・分化を伴った細
胞局所での精密な Pi 代謝調節が骨石灰化に
不可欠であることを示唆している。 
 
 骨と歯の形成，とりわけ石灰化過程には共
通点も多く，実際，マウス象牙芽細胞株やセ
メント芽細胞株を用いて Pit1 の象牙質・セ
メント質形成への関与を示した報告もある。
また，我々は Pit1 を過剰発現するトランス
ジェニック（Pit1-Tg）ラットがエナメル質
形成不全や象牙質の増生など石灰化に異常
を認めることを報告している（2009 年日本骨
代謝学会など）。この歯の異常は，血清 Pi 濃
度が正常である生後 4週齢より認められるこ
とから，全身性の Pi 代謝ではなく，歯局所
での Pit1 による Piの過剰な取り込みが歯の
形成（石灰化） に影響を及ぼしていると考
えられる。つまり，歯や骨において，Pit1 に
よる Pi の細胞内への取り込みは，過剰であ
っても不足であっても石灰化に異常を来た
し，局所での Pi 代謝調節の重要性が示唆さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 近年，Pi がシグナル分子として機能し，Pi
代謝調節因子と協調して，歯や骨における細
胞の分化や石灰化に関与していることが明
らかになっている。特に，低リン血症性骨軟
化症/くる病等の疾患では，骨のみでなく歯
の形成異常を伴う症例も多く，全身性の Pi
代謝調節（血清 Pi 濃度の恒常性）と硬組織
の石灰化との関連が詳細に検討されている。
しかし，III 型 Na/Pi トランスポーターPit1
が担う局所での細胞内への Pi の取り込みが
歯の石灰化（歯牙形成）に果たす役割は不明
な点が多い。本研究では，Pi 負荷によって変
動する固有のシグナル分子を歯胚の発生・分
化段階を追って網羅的に検索し，石灰化にお
ける Pi 代謝調節機構の解明を目的とする。
また，新規 Pi 代謝調節因子および石灰化不
全の治療ターゲット候補の同定に結びつけ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常マウス培養歯胚における細胞外 Pi

濃度に対する細胞応答（遺伝子発現変
動）の検索 

① 胎生 17.5 日齢正常マウス胎仔から歯胚
を回収し，器官培養を行う。通常の培地
（コントロール群）あるいはβ-グリセ
ロリン酸（10 mM）を添加した培地にて
培養し，以下の実験に用いる。 

② マイクロアレイ（Affymetrix 社 Mouse 
Gene 1.0 ST Array）により発現変動す
る遺伝子を網羅的に解析する。 

③ 有意な発現変動の見られた遺伝子につ
いて，リアルタイム PCR にて発現変動の
再現性を確認する。 

④ Na/Pi トランスポーター阻害剤による
歯胚（細胞）内への Pi 取り込み阻害の
影響を検討する。 

 
(2) エナメル芽細胞株における Pi 負荷によ

るシグナル伝達機構の解析 
① (1)の実験で Pi 負荷により発現変動の

見られた遺伝子について，エナメル芽細
胞株（未分化あるいは分化）への Pi 負
荷による発現変動を確認する。 

② MAP キナーゼのリン酸化反応をウエス
タンブロッティングにより解析する。 

③ リアルタイム PCR による Early growth 
response gene (Egr)-1 の発現応答を解
析する。 

④ MAP キナーゼ阻害剤によるシグナル抑
制の影響を検討する。 

⑤ Pi 負荷によるアポトーシスや細胞生存
率への影響を TUNEL 染色あるいは MTT
アッセイにより解析する。 
 

４．研究成果 
(1) 正常マウス培養歯胚における細胞外 Pi

濃度に対する細胞応答（遺伝子発現変
動）の検索 

① マイクロアレイ解析から，培養歯胚への
Pi 負荷により発現上昇を認める遺伝子
が 11 個，発現減少を認める遺伝子が 7
個同定された。 

② 既知の情報をもとに，歯牙形成および石
灰化に関連する分子であり，small 
leucine-rich proteoglycan ファミリー
に属する Fibromodulin に着目した。 

③ 培 養 歯 胚 へ の Pi 負 荷 に よ り ，
Fibromodulin 遺伝子の発現が減少した。
また，その作用は Na/Pi トランスポータ
ー阻害剤の添加により阻害された。 

 
(2) エナメル芽細胞株における Pi 負荷によ

るシグナル伝達機構の解析 
① 未分化エナメル芽細胞株への Pi 負荷で

は，Fibromodulin 遺伝子の発現変動は



 

 

認められなかった。 
② 分化エナメル芽細胞株への Pi 負荷によ

り，培養歯胚と同様，Fibromodulin 遺
伝子の発現が減少することを確認した。
また，この作用は Na/Pi トランスポータ
ーおよび MEK 阻害剤により阻害された。 

③ 分化エナメル芽細胞株への Pi 負荷によ
り，ERK1/2 のリン酸化および Egr-1 の
発現増加が確認された。 

④ 分化エナメル芽細胞株への Pi 負荷によ
るアポトーシスおよび細胞生存率への
影響は認められなかった。 

 
以上の結果より，Fibromodulin の発現は，過
剰な Pi が細胞内へ流入し，ERK1/2-Egr1 経
路を活性化することにより抑制されると考
えられた。また，Fibromodulin は骨ミネラル
代謝異常を伴うエナメル質形成不全に関与
する可能性が示唆された。 
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