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研究成果の概要（和文）：歯は上皮と間葉系細胞との相互関係により形成される。しかし、上皮細胞から間葉細
胞を誘導する上皮間葉転換(EMT)を応用すれば、上皮系の単一細胞で器官の発生が可能となる。我々は以前の研
究で、Sox21欠損マウスがEMTを誘導する事を発見した。そこで、本研究では、硬組織形成におけるEMTのメカニ
ズムを解析する。
　まず、Sox21陽性細胞を探索したところ、T, B細胞で発現していた。そこで、Sox21の発現を抑制したリンパ球
とマクロファージを共培養したところ、破骨細胞分化が促進された。この事から、Sox21の欠損がEMTを起こす反
面、破骨細胞分化を促進し、骨形成不全様症状を引き起こすことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Teeth are formed by the interrelationship between epithelial and mesenchymal
 cells. However, if epithelial-mesenchymal transition (EMT) which induces mesenchymal cells from 
epithelial cells is used, organ will generate from single epithelial cell. In our previous study, we
 found that Sox21 KO mice induce EMT. Therefore, in this study, we analyze the mechanism of EMT in 
hard tissue formation.
 At first, Sox21 was expressed in T and B cells.
Therefore, when macrophages and lymphocytes with suppressed expression of Sox21 were co-cultured, 
osteoclast differentiation was enhanced. This indicates that while Sox21 deficiency causes EMT, it 
also promotes osteoclast differentiation and causes osteogenesis imperfecta-like symptoms.

研究分野： 小児歯科

キーワード： 硬組織形成　EMT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではSox21を欠損させることにより、骨形成が抑制された。そのため、Sox21が骨粗鬆症の改善に貢献する
可能性がある。また,Sox21はヒト13番染色体に位置する。13q欠失症候群のうち、Sox21が存在する13q32部が欠
損すると重篤化する事が知られており、知的能力障害、成長遅延や癌化リスクの上昇が報告されている。そのた
め、本研究結果は13q欠失症候群における病態解明にも寄与すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
毛や汗腺、歯等の器官の発生課程やその関連分子は似通っている。神経堤由来の上皮は上皮間

葉転換(EMT)により、間葉系へと変化する。この上皮と神経堤由来の間葉細胞の相互作用により、
外胚葉器官が形成される。そのため、外胚葉性器官の再生には、上皮系細胞と間葉系細胞を規則
的に配置し、分化誘導する必要がある。しかし、エナメル芽細胞と間葉系細胞の規則正しい配列
は困難である。我々は以前に iPS 細胞からエナメル芽細胞を誘導することに成功したが、歯の完
全再生はまだ難しいのが現状である。 
我々は以前の研究で、上皮系細胞であるエナメル芽細胞で Sox21 が発現する事を発見した。

13q 欠失症候群では、13 番染色体長腕の一部が欠損する疾患で、症状は欠損部位と長さにより異
なる。Sox21 が位置している 13q31.3 から 13q 33.1 の非常に狭い範囲が欠損している患者では、
歯に異常が見られた 1)。そのため、歯の形成に Sox21 が重要であると仮定し、歯の分化過程にお
ける Sox21 の役割について検討した。その結果、エナメル質が形成されないことが判明した 3)。
以前は、上皮系細胞と間葉系細胞は明確に分けられていたが、近年では EMT が提唱され、上皮
と間葉の境界が曖昧となっている。ウィリアムズ症候群、歌舞伎症候群やディジョージ症候群な
どではエナメル質形成不全だけでは無く、特徴的な顔貌、心疾患なども見られる。これは、神経
堤由来の未分化上皮から発生分化するため、神経堤由来外胚葉の分化異常により、心臓、頭部の
骨や歯にも異常が出現することになる。この事から、上皮由来のエナメル質と間葉由来の骨を結
びつける経路が必ず存在すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
歯の分化に関する研究は様々な所で行われており、細菌では歯原性上皮系細胞と歯原性間葉

系細胞を混ぜたアグリゲーション法を用いることによって、歯が形成されることが報告された
が 2)、現状ではまだまだ困難である。そこで、上皮系細胞から間葉系細胞を誘導する上皮間葉転
換(EMT)を応用し、上皮間葉相互作用を起こせば、上皮系の単一細胞で外胚葉器官の分化が可能
となる。そのため、上皮からの外胚葉器官形成の研究が注目されているが、硬組織における EMT
研究はほとんど行われていない。我々は以前の研究で、Sox21 欠損マウスの上皮細胞では E カド
ヘリンの減少と N カドヘリン、ビメンチンの増加が見られたことから、EMT 誘導のモデルマウ
スとして有用である事が判明した 3)。そこで、本研究では、硬組織形成における EMT のメカニ
ズムを解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) Sox21 欠損マウスを用いて、体重測定、透明骨格標本、マイクロ CT から、Sox21 欠損におけ

る骨格型への影響を検討した。 
(2) 骨代謝に関連する細胞のうち、Sox21 を発現する細胞を qPCR 法にて特定し、骨形成過程に

おける Sox21 陽性細胞を検討した。 
(3) 野生型と Sox21 欠損マウスの骨髄細胞をマイクロアレイを行い、GO 解析とパスゥエイ解析

から、Sox21 が骨代謝に与える影響を検討する。 
(4) リンパ球における Sox21 の発現を抑制し、マクロファージ系細胞株である RAW264.7 細胞と

共培養することにより破骨細胞分化の誘導能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 出生直後の野生型と Sox21 欠損マウスでは身長，体重共に有意な差は見られなかった。その

後，徐々に身長と体重の差は広がり，4 週間後に Sox21KO マウスでは身長と体重が約 30%減
少していた。そこで、生後 2 日目のマウスを用いて透明骨格標本を作製し、硬骨と軟骨の形
成を評価した。その結果、野生型と比べて Sox21 欠損マウスでは頭蓋骨部の硬骨の菲薄化と，
眼窩部と耳小骨部の石灰化が遅れ，軟骨が残存していたことから，膜性骨化と軟骨内骨化の
遅延が示唆された。更に大腿骨の骨梁を測定したところ，Sox21KO マウスでは骨梁数が有意
に低下しており，Sox21 欠損により骨粗鬆症に類似した表現系が見られた。そこで、生後 4 週
齢のマウスの大腿骨を用いてマイクロ CT にて骨形態を解析した。その結果、Sox21 欠損マウ
スでは骨量、骨表面積が減少していた。その一方で骨梁厚さには変化がなかったが、骨量数
が減少したことから、骨量間隙と骨量空隙の増加が見られた。この事から、Sox21 欠損は骨
粗鬆症様の骨形態を示す事が判明した。 

(2) 骨粗鬆症には骨芽細胞抑制による低回転型と、破骨細胞活性化による高回転型がある。そこ
で、Sox21 を発現する細胞を検討した。マウス頭蓋冠由来骨芽細胞と脾臓由来マクロファー
ジでは若干の発現を認めたが、骨芽細胞株である MC3T3-E1 細胞とマクロファージの細胞株
である RAW264.7 細胞では発現が見られなかった。その一方で骨髄細胞では Sox21 が発現し
ており、末梢血では強い発現を認めた。そこで、マグネットビーズを用いて末梢血を分離し
たところ、T 細胞と B 細胞で Sox21 が発現しており、NK 細胞や樹状細胞では発現していな
い事が判明した。そこで、Sox21 が骨髄細胞で発現していたことから、直接的影響を評価す



るために野生型と Sox21 欠損マウスの骨髄細胞から破骨細胞前駆細胞を抽出し破骨細胞分化
誘導培養し、TRAP 染色を行にて破骨細胞分化誘導能を評価した。その結果、単核 TRAP 陽
性細胞、多核 TRAP 陽性細胞の数に大きな変化は見られなかった。この事から、骨髄や血液
に含まれるマクロファージ以外の細胞を介して、間接的に破骨細胞分化が調整されていると
考えられた。 

(3) Sox21 が骨髄細胞で発現していたことから、骨髄細胞を用いたマイクロアレイの結果から、
GO 解析とパスウェイ解析を行った。その結果、刺激反応、防御反応、免疫反応などが抑制さ
れ、免疫不全傾向を示した。 

(4) マウス末梢血から回収したリンパ球に対して Sox21 又は免疫不全関連分子の発現を抑制し、
マクロファージの細胞株である RAW264.7 細胞と共培養したところ、破骨細胞分化誘導が促
進した。 

  Sox21 はヒト 13 番染色体に存在する。13q 欠失症候群は第 13 番染色体の長腕の一部が欠損
する疾患であり、患者により欠損する部位が異なり、症状も欠損部位に依存して変化する。
その内、13q32 を欠損した場合は重篤化する事が知られており、知的能力障害、成長遅延、精
神疾患などが重症化し、がん化や白血病のリスクが増加する事が報告されている。Sox21 が
この 13q32 に位置することから、Sox21 欠損が成長遅延の一因である可能性が考えられる。
また、Sox21 欠損マウスでは骨粗鬆症様症状も引き起こすことから、13q 欠失症候群の病態解
明の糸口になる可能性がある。更に、13q32 の欠失はがん化や白血病リスクが増加すること
から、Sox21 欠損による EMT がその一因である可能性も考えられる。 
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