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研究成果の概要（和文）：エナメル質石灰化の転写因子に関与する報告はこれまでにない。本研究は、エナメル
芽細胞におけるMSX2複合体の関与および転写制御因子を明らかにした。MSX2複合体であるCTIP2を強発現するこ
とによりエナメルマトリックスプロテインの上昇が認めれた。このことから、エナメル質の形成においてMSX2複
合体であるCTIP2が関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：we propose to identify the complexes associated with CTIP2 in ameloblasts, 
the cells involved in the synthesis of enamel proteins. 
We detected  identify the molecular mechanisms underlying the influence of CTIP2 on MSX2 expression 
but also the proteins responsible for the formation of enamel (Amelogenin, Ameloblastin, Enamelin). 

研究分野：小児歯科

キーワード： MSX2　CTIP2　アメロジェニン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の形成障害は、大半がエナメル質に限局して認められる。エナメル質形成不全症は、家族性にエナメル質石灰
化不全が起こり、遺伝的要因によるものであるが原因遺伝子の同定には至っていない。本研究結果から、エナメ
ル質の形成においてMSX2複合体が関与していることが示唆された。

※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 
遺伝性エナメル質石灰化不全症は、アメロジェニン、アメロブラスチン、エナメリンな
どのエナメルマトリックスプロテイン（EMPs）遺伝子や、エナメライシン、カリクレ
イン 4などの EMPs分解酵素遺伝子が責任遺伝子とされているが、最近では種々のイオ
ンチャンネルや転写因子および機能不明の遺伝子もその原因として報告されている。エ
ナメル芽細胞が産生する EMPs の分泌には、転写因子 MSX2 が関与しているとの報告
がある。ホメオボックス遺伝子であるMSX2は、組織の分化誘導や石灰化に関与し、数
種の転写制御因子と共に複合体を形成する。骨芽細胞や T細胞において、MSX2複合体
内には転写制御因子 PITX2や Bcl11b（CTIP2）が存在するが、エナメル芽細胞のMSX2
複合体では、その詳細は不明である。本研究は、エナメル芽細胞におけるMSX2複合体
の関与および転写制御因子を明らかにし、エナメル質石灰化の機序および石灰化不全症
の病因解明を目的とする。 
 
２．研究の目的 
歯の形成障害は、大半がエナメル質に限局して認められる。エナメル質形成不全症は、家族性
にエナメル質石灰化不全が起こり、遺伝的要因によるものであるが原因遺伝子の同定には至っ
ていない。エナメル質石灰化不全の原因は、外傷などによる局所的炎症反応、ビタミン D 不足
およびアメロジェニンやアメロブラスチンなどのEMPsの減少による石灰化不全がある。EMPs
は、エナメル質石灰化に不可欠であるが転写因子は明らかになっていない。これまでに、転写因
子である MSX2 欠損マウスを使用した研究では、エナメル質の菲薄化、髄腔拡大、根管開大な
どのエナメル質形成不全様症状を認める報告があり（Bone,2007）、MSX2が EMPsの転写因子
である可能性が示唆されている。MSX2は複合体を形成することが報告されており、複合体内に
PITX2や Bcl11b（CTIP2）という転写制限因子をもつことが明らかになっている。CTIP2は、
HIV-1 転写や T 細胞の分化誘導に関与しているが、エナメル質石灰化の転写因子に関与する報
告はこれまでにない。本研究は、エナメル芽細胞における MSX2 複合体の関与および転写制御
因子を明らかにし、エナメル質石灰化の機序および石灰化不全症の病因解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1) 細胞培養 
細胞は、ラットエナメル芽細胞株 HAT7 細胞使用した。細胞は、10%Festal bovine serum 含有
F-12 にペニシリン/ストレプトマイシンを添加し、5%CO2、37℃下で培養した。 
 
2) レポーター遺伝子 
本研究で使用したレポーター遺伝子は、Flag-CTIP2、sh-CTIP2 を使用した。各レポーター遺伝
子は、ストラスブール大学から供与されたものを使用した。 
 
3) レポーター遺伝子 
 レポーター遺伝子であるルシフェラーゼを繋いだ MSX2 プロモーターはストラスブール大学か
ら供与されたものを使用した。 
 
4) 遺伝子導入効率の検討 
レポーター遺伝子の導入効率を調査するため、GFP 遺伝子を CaCl2 法、Jet PRIME、Lipofectamin 
LTX、Lipofectamin 2000 を使用した。遺伝子導入後、FACS ARIA を使用し、遺伝子導入効率のよ
い試薬を使用した。 
 
5) レポーター遺伝子導入濃度の検討 
使用したレポーター遺伝子濃度は 1〜4μg で導入を行い、最も導入率が高いものを使用した。 
 
6) CTIP2 による MSX2 およびエナメルマトリックスプロテインの発現変化 
Flag-CTIP2 遺伝子導入後 HAT7 細胞は、TRIZOL を用いて通法に従い RNA を採取後、逆転写反
応を行い cDNA を作成した。作成した cDNA は Realtime-RT-PCR により発現解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
1) 遺伝子導入効率 
レポーター遺伝子の導入効率を調査するため、CaCl2 法、Jet PRIME、Lipofectamin LTX、
Lipofectamin 2000 を使用した。CaCl2 法では、導入効率は 0%、Jet PRIME は 5.1%、Lipofectamin 
LTX は 9.8%、Lipofectamin 2000は 21.1%であった。本結果から導入効率の最も高い Lipofectamin 



2000 を使用した。本研究結果から、Lipofectamin 2000 を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2)レポーター遺伝子導入濃度の検討 
使用したレポーター遺伝子濃度は 1〜4μg で導入を行った。本結果から 2μgがもっとも導入効
率が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) CTIP2 による MSX2 およびエナメルマトリックスプロテインの発現変化 
Flag-CTIP2 遺伝子導入後 HAT7 細胞は、TRIZOL を用いて通法に従い RNA を採取後、逆転写反応
を行い cDNA を作成した。作成した cDNA は Realtime-RT-PCR により発現解析を行った。CTIP2 を
強発現することによりエナメルマトリックスプロテインである、アメロジェニン、アメロブラス
チン、エナメリンの優位な発現上昇が認められた。 
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