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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、骨芽細胞と象牙芽細胞の突起形成機序を明らかにすることである。本研究
期間内には、特に、野生型マウスと突起構造が欠如したトランスジェニックマウスとの間でマイクロアレイによる変動
遺伝子解析を行うことにより、アルツハイマー病の原因遺伝子として知られている微小管関連タンパクの一種であるタ
ウ蛋白質が象牙芽細胞における有力な突起形関連遺伝子として同定された。すなわち、タウ蛋白質は野生型マウスの象
牙芽細胞、特に象牙線維（突起）に特異的に局在しており、象牙芽細胞の突起形成に深く関与していることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to examine the mechanism of the formation of processes 
in the osteoblasts and odontoblasts. We have demonstrated using microarray and Real-time PCR analyses 
that microtubule-associated protein tau (Mapt), a neuronal phosphoprotein, is highly expressed in 
wild-type mouse molars but its expression is severely reduced in Tg(Col1a1-Runx2) mouse molars, in which 
odontoblasts lose their characteristic polarized morphology including a long process extending to dentin. 
Furthermore, immunohistochemical analysis showed that Mapt was exclusively localized in terminally 
differentiated odontoblasts including their processes in wild-type molars and was ultrastructurally 
present around the α-tubulin-positive filamentous structures. This result indicates that Mapt may be an 
important factor for odontoblast morphogenesis and is a useful marker protein for evaluating the terminal 
differentiation of odontoblasts in mice.
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１．研究開始当初の背景 
  Runx2 は骨芽細胞分化において必須の転
写因子である。我々の研究グループは、
Col1a1 プロモーターを用いて、骨芽細胞と
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)] 
マウスを作製し、骨芽細胞と象牙芽細胞の
分化過程における Runx2 の機能解析を行っ
てきており、以下の成果を得てきた。すな
わち、Runx2 は、１）骨芽細胞の後期分化
を抑制すること（Liu et al.,J Cell Biol 
155:157-166,2001; Kanatani et al.,Dev 
Biol 296:48-61,2006）、２）歯牙形成にお
いては前象牙芽細胞までは発現するが
(D’Souza et al., Development 
126:2911-2920,1999; Aberg et al.,Dev 
Biol,270:76-93, 2004)、その後の発現は
象牙芽細胞への分化を抑制して骨芽細胞へ
形質転換させることを明らかにした
（ Miyazaki et al.,Arch Histol Cytol 
71:131-146, 2008）。 
   骨芽細胞と象牙芽細胞は、分化・成熟過
程で基質側に突起を形成し、骨芽細胞は骨
細胞ネットワークと連絡し、象牙芽細胞は
トームス線維と呼ばれる長い突起をエナメ
ル象牙境まで伸ばして痛覚受容に関与する
と考えられている。そこで我々は、
Tg(Col1a1-Runx2) マウスにおける骨芽細
胞と象牙芽細胞の形態について電子顕微鏡
解析を行い、Tg(Col1a1-Runx2) マウスの骨
芽細胞と象牙芽細胞は、いずれも突起構造
が失われていること、すなわち、Runx2 の
発現により骨芽細胞と象牙芽細胞における
突起形成が阻害されていることが明らかに
なった（Miyazaki et al., J Electr Microsc 
Technol Med Biol 23:50,2010）。両細胞の
突起構造は、基質形成や細胞間の情報伝達
による骨・象牙質の機能維持等に重要な構
造であることは明確であるが、いまだにそ
れらの形成メカニズムについては十分に解
明されてきていない。 

 
２．研究の目的 
  本研究の最終目標は、骨芽細胞と象牙芽
細胞のそれぞれに特有の突起構造について、
その形成メカニズムを解明することである。
本研究においては、Runx2と骨芽細胞・象牙
芽細胞の分化マーカー分子について、免疫
組織化学的に突起構造と発現パターンとの
関連解析を行うとともに、突起構造が失わ
れたTg(Col1a1-Runx2)マウスを用いて、マ
イクロアレイ、Real time PCR, in situ hybridi- 
zation等により野生型マウスとの遺伝子発現
比較を行い、突起形成関連分子の検索を行
うことを目的としている。 

 
３．研究の方法 
（１）Runx2、および骨芽細胞・象牙芽細胞
分化マーカーの発現と突起形成過程との
関連性に関する免疫組織化学的解析 

 ①細胞分化がさかんな生後0日から２週齢
までの野生型マウスを用い、骨芽細胞につ
いては大腿骨と下顎骨、象牙芽細胞は下顎
臼歯歯胚を対象とした。 
 ②基本的に、光学顕微鏡観察用には 4％
paraformaldehyde 固定液、電子顕微鏡観
察 用 に は 0.1% glutaraldehyde- 4% 
paraformaldehyde 固定液を用い、灌流固
定後、通法により、それぞれパラフィン包
埋、LR-white 包埋して切片を作製して、
各種免疫組織化学を行った。 
 ③解析した因子は、骨形成関連転写因子と
して Runx2 と Osterix、細胞分化マーカー
として、未熟骨芽細胞に発現するオステオ
ポンチン(OP)、成熟骨芽細胞に発現するオ
ステオカルシン(OC)、象牙芽細胞分化マー
カーである中間径フィラメント・ネスチン
(Nestin)と象牙質シアロリンタンパク
(DSPP)を対象とし、それぞれの抗体を用い
て免疫組織化学を行った。 
 
（２）Tg(Col1a1-Runx2) マウスにおける変
動遺伝子の検索 
 ①マイクロアレイ解析は、2週齢の野生型お
よびTg(Col1a1-Runx2) マウスの下顎から
歯胚と下顎骨を分離し、それぞれについて
ISOGENを用いてRNAを抽出･精製後、
Agilent SurePrint G3 Mouse Gene 
Expression Microarray8x60K (Agilent 
Technologies, USA)を用いて行った。 
 ②マイクロアレイ解析により変動が認めら
れた遺伝子の中から、突起形成に関連する
可能性が示唆される遺伝子を絞り込み、１）
Real-time PCRによる発現の再現性の確認、
および、２）免疫組織化学による組織内局
在の検索を行った。 
 
４．研究成果 
（１） Runx2と骨芽細胞・象牙芽細胞の分化
マーカーの発現と突起形成との関連性に
関して、①突起形成前の骨芽細胞における
Runx2とOPの発現と突起形成開始後におけ
るRunx2とOPの発現の減少、②象牙芽細胞
の突起形成に伴うRunx2発現の減少とDSPP、
Nestinの発現上昇が明らかになった。
Osterix、およびOCの発現と突起形成との
関連については、今回の研究期間内で明確
にすることは出来なかった。 
 
（２）Tg(Col1a1-Runx2)マウスと突起構造を
持つ野生型マウスとの間で、マイクロアレ
イによる変動発現遺伝子を検索し、今回、
特に細胞骨格関連因子に焦点を当てて解
析を行った結果、骨芽細胞に関しては未だ
同定するに至っていないが、象牙芽細胞に
ついて、アルツハイマー病の原因遺伝子と
して知られている微小管関連蛋白質の一
種であるタウ蛋白質(Mapt: Microtubule- 
associated protein tau)が有力な突起形
成関連遺伝子として同定された。すなわち、



Maptは、野生型マウスと比較して、Tg(Col1 
a1-Runx2)マウスの歯胚において顕著に発
現が減少していた。MaptについてReal time 
PCRにより発現の再現性を確認し（図１）、
さらに免疫組織化学で局在を検索した結
果、１）タウ蛋白質は野生型マウスにおい
て象牙芽細胞の最終分化とともに特異的
に発現し、微細構造的には、特に象牙線維
（突起）の微小管に沿ってチューブリンと
ともに局在しており（図２，３）、２）突
起を持たないTg(Col1a1-Runx2)マウスの
象牙芽細胞では顕著な発現減少が認めら
れた。この象牙芽細胞特異的なMaptの発現
と局在は,従来知られている象牙芽細胞分
化マーカーであるDSPPやNestinと非常に
良く一致していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  以上のように、本研究により、象牙芽細
胞や骨芽細胞の特有の突起形成を伴う最
終分化において、Runx2 の発現はダウンレ
ギュレートされる必要がある事が明確に
なった。特に象牙芽細胞においては、Runx2
の発現減少とともに、象牙芽細胞の最終分
化マーカーである DSPP、Nestin、および
Mapt が発現し、突起形成を伴う形態形成
が開始される事が証明された。Mapt が象
牙芽細胞の最終分化マーカーになり得る
ことは本研究が初めて明らかにしたと考
えられ、今後の象牙芽細胞分化の研究に大
いに貢献するものである。 
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