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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン・副甲状腺ホルモン関連ペプチドの受容体(以下PTH1R)は骨代謝だ
けではなく、歯の萌出に重要な役割を持つ。本研究では、Jansen型PTH1Rの分子病理について解明し、歯槽骨に
おけるPTH1Rの作用を解明するとともに、PTH1Rの関与する歯の萌出機構を明らかにすることを目的とした。本研
究の結果、変異型PTH1Rの機能異常は、野生型PTH1Rと構造上の違い、およびその細胞内局在が異なることに起因
し、タンパク質の糖鎖修飾の相違がその原因であると考えられた。さらに、この機能異常により、in vivoにお
いて軟骨内及び膜内骨化異常が生じる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Parathyroid hormone (PTH) and parathyroid hormone-related peptide (PTHrP), 
and its receptor (PTH1R) play an important role not only in differentiation of bone and cartilage in
 the developing stages, also in tooth eruption. In this study, we have attempted to examine skeletal
 and alveolar bone abnormalities in Jansen type metaphyseal cartilage dysplasia. From this research,
 functional abnormality of Jansen type PTH1R appears to be due to their abnormal intracellular 
localization, presumably caused by the altered molecular structures different from wild type PTH1R. 
Furthermore, it is suggested that this functional abnormality may cause intrachondral and intramural
 ossification abnormalities in vivo.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： 点突然変異　歯槽骨

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は小児歯科医であり、歯科臨床においては、骨・軟骨異常に伴い顎顔面や口腔内にも歯の萌出異常を含
め、様々な異常を生じる疾患と遭遇する機会がある。これら骨・軟骨異常疾患を持つ患者への歯科的な対応とし
ては、今のところ対症的治療しか行えない現実があるため、その度に少しでも苦痛を軽減させてあげられるよう
な処置（特に対象が低年齢児であるほど）ができないものか考えさせられる。本研究により局所的な遺伝子治
療、あるいは軟骨細胞や骨芽細胞を用いたテイッシュエンジニアリング等の応用が将来的に期待できるという学
術的意義、さらに局所治療薬等の開発に役立つ情報が得られる社会的意義があると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯の正常な萌出には、歯胚形成に呼応した歯周組織と歯槽骨の改変が必須であり、組織学的

に基質改変機構が重要となる。申請者は、これまでに正常な骨改造やメカニカルストレスに対
する破骨細胞の活性機序、ならびに骨芽細胞の機能調節や細胞分化における研究を進めてきた
（Shimomura et al., J Cell Science, 2007； J Cell Physiol, 2003; J Bone Miner Res, 2001）。
また、高代謝回転型の骨改造を示すオステオプロテジェリン(OPG: osteoprotegerin)欠損マウ
スにおける骨基質の微細構造的解析(Shimomura et al., J Bone Miner Metab, 2005; J 
Electron Microscopy, 2003)を行うなど、骨の細胞機能と局所的な基質改変に関する一貫した研
究を行ってきた。 
 他方、歯科臨床的には、全身性疾患に付随する歯の萌出異常、すなわち、顎骨の骨改造異常
に伴う歯の萌出遅延や形成異常が深刻な問題となる。特に、PTH1R (Parathyroid 
hormone/parathyroid hormone-related peptide receptor) 遺伝子変異は、以前の研究から骨・
軟骨異形成症を発症させることが明らかにされている (New Enlg J Med, 1996; Science, 
1995)。骨・軟骨異形成症は口腔や顔面組織においても歯の萌出異常を誘導すること、さらに、
PTHrP 欠損マウスが歯の形成・萌出異常を招くことから、これら変異型 PTH1R のシグナリン
グ経路と細胞分化異常を解明することは、学術的・臨床的に重要と考えられる。申請者はこれ
までに、「Blomstrand 型骨・軟骨異形成症を発症させる変異型 PTH1R タンパクの細胞内局在
とシグナリング経路の解析」（平成 17, 18 年度・科学研究費補助金）において、Blomstrand
型骨・軟骨異形成症の骨格異常が単にリガンド・受容体の結合能の欠如ばかりでなく、受容体
タンパクの局在異常にも起因する可能性を見いだした (Shimomura et al., Biomedical 
Research, 2008)。さらに、type II collagen promoter/enhancer cassette に PTH1R 遺伝子を
組み込んだ vector を構築し、野生型および Blomstrand 型 PTH1R トランスジェニックマウス
を作製し、その研究成果を報告してきた（下村‐黒木他，小児歯科学会，2010）。また平成 23-25
年度・科学研究費補助金(若手研究Ｂ)にて、Jansen 型骨幹端軟骨異形成症の原因となる変異型
PTH1R を組み込んだ発現ベクター（PTH1RH223R）を作製し、in vitro の系において野生型
PTH1R と PTH1RH223R では糖鎖修飾に何らかの違いがあること、また PTH1R が dimer を形
成する性質をもつ可能性を示した（Shimomura-Kuroki J, et al., Odontology, 2017）。 
 このような研究成果をふまえて、申請者は本研究をさらに発展させること想起した。本研究
では、dentin matrix protein 1 (DMP1) promoter/enhancer cassette に PTH1RH223R を組み込
んだトランスジェニックマウス（以下 TG マウス）を作製する構想・準備を行った。このマウ
スを用い、軟骨・骨細胞、および歯槽骨における変異型 PTH1R の機能を解析した。その結果
とこれまでに得られた Blomstrand 型骨・軟骨異形成症と Jansen 型骨幹端軟骨異形成症の分
子病理的知見と統合することにより、PTH1R の関与する歯の萌出機構が総合的に解明できる
と考える。 
 
２．研究の目的 
副甲状腺ホルモン(PTH)・副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHrP)の受容体(以下 PTH1R)は

骨代謝だけではなく、歯の萌出に重要な役割を持つ。本研究は、Jansen 型変異 PTH1R の分子
病理，すなわちその誘導シグナリング経路と骨形成系細胞の分化に対する異常について解明す
るものである。これにより、歯槽骨における PTH1R の作用を解明するとともに、PTH1R の
関与する歯の萌出機構を明らかにすることを目的とする。 
  
３．研究の方法 
(1) DMP1 promoter/enhancer cassette に PTH1RH223R 遺伝子を組み込んだ vector を作製した
（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1：ベクター構築 
Dmp1 promoter/enhancer 配列が組み込まれた pBlueScript に、PTH1R-2HA-SV40 polyA 配
列を導入した。クローニング後、配列が正しいことをサンガー法にて確認した。 
 
(2) 生後 3 日齢マウス頭蓋骨より採取した骨系細胞の primary culture に、作製したベクター
を transfection し、一過性の発現を行い、免疫染色によりその機能を確認した。  
(3) 採卵した受精卵に調整した DNA をインジェクション（顕鏡注入）し、インジェクション
した受精卵を仮親の卵管に移植した。但し、この過程は専門技術を要するので、研究委託をし
た。 



(4) 胎生 18 日目で開腹により胎仔を得た後、尾からゲノムを抽出し、これを用いて、PCR 法
により transgene が組み込まれたマウスをスクリーニングした。 
(5)胎仔は、4%PA で固定後、マイクロ CT 画像撮影を行った。その後、パラフィン包埋を行い、
組織切片を作製し、Hematoxylin-Eosin（H-E)染色による組織学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マウス骨系細胞の primary culture に、作製した PTH1RH223R 発現ベクターを transfection
し、anti-HA 抗体にて局在を確認したところ、野生型 PTH1R を強発現させた細胞では膜表面
に発現を認めたが、PTH1RH223R を強発現させた細胞では膜表面への発現をほとんど認めなか
った（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2：anti-HA 抗体を用いた免疫染色 
骨系細胞の primary culture での骨細胞特異的に発現するベクターの発現を免疫染色で確認し
たところ、野生型および変異型 PTH1R タンパクを共発現させた場合で、両者の局在の違いが
認められた。 
 
(2) ジェノタイピングの結果、90 匹中 4 匹の TG 陽性マウスを得た。PCR によるジェノタイピ
ングの結果を図 3 に示す。PTH1RH223R 遺伝子が組み込まれた TG マウス胎仔の外観は Control
のマウス胎仔と比較して四肢が短かった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３：ジェノタイピングの結果 
700bp 付近に単一のバンドを認めた個体が遺伝子導入された TG マウスと判定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4：胎生 18 日齢マウス胎仔の表現系 
TG マウスでは下顎の後退ならびに四肢の短縮が観察された（矢印） 
 
(3) マイクロ CT 画像解析(TRI/BON 使用）を行ったところ、コントロールマウスと比較し、
TG マウスでは頭蓋縫合部周囲の石灰化遅延を認めた（図 5-a,b）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5-a：頭蓋部（側貌）のマイクロ CT 画像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5-b：頭蓋部（頭頂方向）のマイクロ CT 画像 
 
(4) 歯胚および周囲組織の H-E 染色による組織学的解析を行ったところ、コントロールマウス
と比較し、TG マウスでは歯胚周囲歯槽骨の菲薄化（矢印）を認めた（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6：歯胚および周囲組織の H-E 染色像 
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