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研究成果の概要（和文）：象牙質形成ならびに再生過程において，分化初期の幼若象牙芽細胞にはOsterixが局在する
が，成熟化とともに発現が減弱，消失することを明らかにした。また，歯髄細胞を用いた象牙芽細胞もしくは骨芽細胞
への分化誘導実験において，分化初期では共にOsterixの陽性反応が認められたが，象牙芽細胞へ分化した細胞のみ反
応が消失することが示された。以上より，硬組織形成細胞への分化過程におけるOsterixの一時的な発現と，その後の
消失が象牙芽細胞分化に重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Osterix was localized in odontoblasts just beginning dentin matrix secretion 
during the processes of dentin formation and regeneration. However, as dentin formation progressed, this 
immunoreactivity decreased in intensity. In addition, although osteoblasts that were differentiated from 
dental pulp cells maintained the reactivity of Osterix, this reactivity was not detected in mature 
odontoblasts originated from pulp cells. Therefore, these results suggest that temporary expression of 
Osterix in odontoblast-lineage cells might play important roles in odontoblast differentiation and 
regeneration.

研究分野：医歯薬学

キーワード： Osterix　象牙芽細胞
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１．研究開始当初の背景 
歯の形態形成は BMPs および TGF-βs など
の成長因子，Msx2，Runx2 をはじめとする転
写調節因子などの関与が重要であると考え
られている。しかし，象牙芽細胞の分化に関
与する遺伝子については，どの分子が重要で
あるのかは不明であり，これを解明すること
は歯髄の自己再生能を活性化させる生物学
的治療法の開発に繋がるものと思われる。本
研究は，象牙芽細胞分化過程における
Osterix（SP7）による調節機構を検索し，こ
の遺伝子を用いた歯髄細胞の自己修復・再生
能力を賦活化する治療法の開発により，歯を
長期にわたり保存することを目指す基礎研
究として計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究で注目した Osterix は，骨芽細胞の
分化を決定する転写調節因子である。この分
子は，遺伝子欠損マウスの解析において，骨
と歯の硬組織形成阻害が認められたことか
ら（Nakashima et al., Cell, 17-29, 2002），
間葉系細胞の硬組織形成細胞への分化を広
く制御していると考えられている。しかしな
がら，Osterix の歯の形態形成における機能
についての知見は乏しく，Osterix による象
牙芽細胞分化の調節機構，特に分化後の象牙
芽細胞におけるOsterixの役割については不
明な点が多い。 
我々は，象牙芽細胞の分化過程において，
象牙質形成開始直後の幼若象牙芽細胞に
Osterix が特異的に局在することを予備実験
的に見いだした。これは，象牙芽細胞の分化
初期からOsterix発現が必要であることを示
唆する所見である。そこで本研究では，歯の
発生および歯髄再生過程におけるOsterix陽
性細胞の局在を免疫組織化学的に検索する。
また，歯髄細胞が象牙芽細胞もしくは骨芽細
胞へ分化する過程におけるOsterix発現を比
較検討することにより，Osterix の象牙芽細
胞分化における機能を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)歯の発生過程における Osterix 局在の検
討 
胎生(E)15 日～生後(P)28 日齢 Lewis 系ラ
ット下顎第一臼歯を 4%パラホルムアルデヒ
ドにて固定後，通法に従いパラフィン切片を
作成した。ウサギポリクローナル抗マウス
Osterix （Abcam, Cambridge, UK）抗体なら
びに Histofine Simple Stain rat MAX-PO
（MULTI; NICHIREI Co., Tokyo, Japan）を
用い，免疫組織化学的に Osterix 陽性細胞の
局在を観察した。 
 
(2)歯髄再生過程における Osterix 局在の検
討 
 4 週齢ラット下顎第一臼歯近心面に深さ約
400 マイクロメートルの象牙質窩洞を形成し，

形成 1 日～8 週後の歯髄組織における
Osterix 局在を検討した。 
 
(3)歯髄細胞による象牙芽細胞および骨芽細
胞誘導実験 
4 週齢 Green fluorescent protein（GFP）
発現ラット上顎第一臼歯を抜歯し，ただちに
野生型ラット腹部皮下へ他家移植した。5，
10，20 日後に移植歯を周囲組織と共に取り出
し固定，矢状断パラフィン切片を作製し，H-E
染色ならびに免疫組織化学的手法にて，
Osterix，α-平滑筋アクチン，GFP の局在を
観察した。 
 
(4)Osterix の Small ubiquitin related 
modifier（SUMO）化修飾の検討 
 Lewis 系ラット下顎第一臼歯の発生過程な
らびに窩洞形成後の SUMO-1，SUMO-2/3，Ubc9
の免疫局在を Osterix と比較した。また，免
疫沈降法にて Osterix と SUMO-1 の結合を検
討した。 
 
(5)歯髄未分化細胞の分化過程における
Osterix 発現 
 未分化細胞マーカーの１つである Thy-1
（CD90）を用い，未分化と考えられる歯髄細
胞を FACS により分取した。分取した歯髄細
胞を硬組織形成細胞へ分化誘導し，Osterix
発現を検討した。また，この細胞をハイドロ
キシアパタイト（CELL-YARD HA scaffold，
ペンタックス， Tokyo，Japan）と共に，ラ
ット皮下へ移植した。 
 
４．研究成果 
(1)歯胚形成過程における Osterix 局在 
蕾状期（E15）および帽状期（E17）歯胚に
おいて，Osterix の特異的な反応は認められ
なかった。象牙質形成が始まる鐘状期（E20）
になると，象牙芽細胞で Osterix の陽性反応
が認められたが，前象牙芽細胞ならびに歯髄
細胞は陰性であった。歯根形成期（P7-28）
では，根尖部の象牙芽細胞で陽性反応を示し
たが，歯冠部の象牙芽細胞では反応が減弱，
消失した。また，鐘状期と同様に，前象牙芽
細胞ならびに歯髄細胞は陰性であった。 
 
(2)歯髄再生過程における Osterix 局在 
 窩洞形成 1日後，窩洞直下の象牙芽細胞層
とその近傍の歯髄組織に壊死がみられ，
Osterixの局在は認められなかった。4日後，
壊死組織の修復とともに，窩洞直下の歯髄組
織に Osterix 陽性細胞の集積が観察された。
7 日後，円柱状の象牙芽細胞が再生し修復象
牙質が形成されるようになると，再生象牙芽
細胞で陽性反応が認められた。再生象牙芽細
胞におけるこれらの陽性反応は4週後まで観
察されたが，8 週以降，再生象牙芽細胞の丈
が低くなると反応は消失した。 
 
(3)歯髄細胞の象牙芽細胞もしくは骨芽細胞



分化時の Osterix 発現 
 歯の皮下移植後 5日において，歯髄上部に
壊死が生じ典型的な象牙芽細胞は消失した
が，根尖部の象牙質に接して象牙質様組織の
薄層形成が認められた。10日後，壊死組織の
回復とともに，歯冠部歯髄で島状に骨様組織
が形成された。20 日以降，歯冠部歯髄に形成
された骨様組織は量を増した。歯の細胞由来
であることを示す GFP は，根尖部および歯冠
部歯髄の硬組織形成細胞で陽性を示した。幹
細胞および前駆細胞マーカーの一つである
α-平滑筋アクチンは，移植 10 日後の歯冠部
歯髄において多数の陽性細胞が観察された。
Osterix は，移植後 10 日の象牙質様および骨
様組織形成細胞で陽性を示したが，20 日以降
の象牙質様組織形成細胞での局在は消失し
た。 
 以上の結果から，Osterix は歯の発生およ
び歯髄再生過程において，分化初期の象牙芽
細胞では局在が認められるが，細胞の成熟化
とともに発現が消失することが示された。 
 
(4)Osterix の SUMO 化修飾の検討 
 SUMO 化修飾は，ユビキチン化に類似したタ
ンパク質翻訳後修飾であり，多くの転写因子
に対して転写を調節することが報告されて
いる。SUMO タンパク質（SUMO1，SUMO2/3）お
よび SUMO 化修飾に必須の酵素である
ubiquitin conjugating enzyme 9（Ubc9）は，
鐘状期以降の歯の発生過程において，
Osterix 陽性細胞特異的に共局在することが
明らかとなった。また免疫沈降法にて，
OsterixとSUMO-1タンパクの結合を確認した
ことから，Osterix は SUMO 化修飾を受けるこ
とが示された。従って，SUMO 化修飾因子は分
化直後の象牙芽細胞においてOsterixの転写
を調節し，象牙芽細胞分化に重要な役割を担
うことが示唆された。 
 
(5)歯髄未分化細胞の分化過程における
Osterix 発現 
 Thy-1 陽性歯髄細胞は Osterix をほとんど
発現していなかったが，硬組織形成細胞へ分
化誘導すると発現が上昇した。この細胞をハ
イドロキシアパタイトとともにラット皮下
へ移植すると，Osterix を発現し続け，骨様
組織を形成した。 
 以上の結果から，象牙芽細胞分化には初期
段階で Osterix が一時的に発現し，その後消
失することが重要であると考えられた。一方，
発現が消失しない場合は，歯髄細胞であって
も骨芽細胞に分化することが明らかとなっ
た。 
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