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研究成果の概要（和文）：Runx2は骨芽細胞分化の必須遺伝子であり、鎖骨頭蓋異形成症の原因

遺伝子である。同症候群患者は歯の移動遅延が報告されており、その病態モデルであるRunx2+/-

マウスは、メカニカルストレス応答の反応が低下し、骨芽細胞分化促進の低下が生じている可能

性が考えられる。そこで、本研究では、Runx2+/-マウス由来骨髄間質細胞に伸展刺激を加えた場

合の骨芽細胞分化をin vitroで検討した。その結果、Runx2+/-マウスは野生型マウスと比較し、

伸展力負荷時の骨髄間質細胞の細胞増殖促進の遅延が認められ、さらに骨芽細胞分化の遅延と低

下が認められた。したがって、Runx2+/-マウスの歯を移動したときの伸展側における、細胞増殖

の遅延と骨芽細胞分化機能の低下がin vitroで明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Runx2 is an essential transcription factor for osteoblastic differentiation and its 

mutation cause cleidocranial dysplasia. It has been reported that tooth movement in CCD is delayed. So 

we hypothesized that reduction of response to mechanical stress and promotion of osteoblastic 

differentiation in Runx2 heterozygous mice (Runx2+/- mice), animal model of CCD. In present study, we 

investigated osteogenesis of bone marrow stromal cells (BMSCs) derived from Runx2+/- mice during 

mechanical stretching. As a result, we found delayed cell proliferation and delayed and reduction of 

osteogenesis in BMSCs derived from Runx2+/- mice after mechanical stretching compared with 

wild-type mice. We confirmed that cell proliferation and reduction of osteoblastic differentiation 

function on tension side of tooth movement in Runx2+/- mice in vitro. 
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 Runx2 完全欠損マウスにおいて膜性骨化が

欠落することからRunx2が骨芽細胞分化のマ

スタージーンであり(Komori et al. Cell 

2000)、鎖骨頭蓋異形成症の原因遺伝子であ

ると同定された。以後、 組織特異的 Runx2

欠損あるいは過剰発現マウス、組織特異的ド

ミナントネガティブ Runx2 発現マウス(Ueta 

et al. JCB 2001)など Runx2 遺伝子改変マウ

スは多数作成されており、骨形成における

Runx2 の重要性が注目されており、その機能

解析は世界中で活発に行われている。それに

もかかわらず、鎖骨頭蓋異形成症の表現型を

示す Runx2+/-マウス（Runx2+/-マウス）につ

いての研究報告はわずかである。特にメカニ

カルストレスを負荷した際の組織の応答や

Runx2 の機能を解析した報告は皆無である。

本申請研究は Runx2+/-マウスに矯正的歯の移

動を行い、歯の移動に伴う歯根膜の反応、歯

槽骨のリモデリングなど歯周組織の応答を

分子レベルで解析し、鎖骨頭蓋異形成症患者

の顎顔面、口腔内の異常とその病態を解明し

ようとするものである。 

(2)着想に至った経緯 

鎖骨頭蓋異形成症は全身症状として、鎖骨

の消失または形成不全、泉門閉鎖の遅延、関

節の弛緩や顎顔面の形成不全などが観察さ

れる。口腔内異常所見として、永久歯の萌出

遅延、乳歯の晩期残存、多数埋伏歯、歯の形

成不全が認められる。そのため「厚生労働大

臣が定める疾患」に起因した咬合異常に分類

されており、矯正治療に健康保険が適応され、

しばしば矯正治療の対象となる。患者は歯の

移動が遅延することが知られているが、その

原因は明らかになっておらず、当該患者の矯

正治療法は未だ確立されていない。 

これまでに申請者らはラットを用いて矯

正的歯の移動を行い歯根膜や歯槽骨の反応

を解析する研究を行ってきており、メカニカ

ルストレス応答に関与していると推察され

る様々な分子を同定している(Yamashiro et 

al. 他)。さらに歯の移動法についてはマウ

スを用いても確立しており、メカニカルスト

レス負荷による歯周組織の反応について研

究を行ってきた(Sakai et al. JDR second 

revised)。これらの結果と比較して、歯の移

動遅延が起こる鎖骨頭蓋異形成症のモデル

動物である Runx2+/-マウスではその応答性

が異なることが予想される。そこで、申請者

らは鎖骨頭蓋異形成症のモデル動物である

Runx2+/-マウスを用いて、実際に矯正的歯の移

動を行い歯周組織の応答について解析し、野

生型マウスと比較して反応が遅延すること

を見出した(Tamanura et al. manuscript in 

preparation)。これらの研究をさらに発展さ

せ、歯周組織の応答を組織学的ならびに分子

生物学的手法で詳細に解析しRunx2のメカニ

カルストレス下での機能の解明を目的とす

る研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 鎖骨頭蓋異形成症の動物モデルである

Runx2+/-マウスに矯正的歯の移動を行い、

Runx2 遺伝子の発現減少下での歯周組織のメ

カニカルストレス応答について形態学的な

らびに分子生物学的手法で解析を行い、その

分子メカニズムを解明することを目的とす

る。これにより、Runx2 のメカニカルストレ

ス応答時の機能を解明し、従来矯正治療が困

難である鎖骨頭蓋異形成症患者の新たな矯

正治療法開発につながる分子基盤の確立を



目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)細胞と培養 

6-9 週齢の Runx2(+/-)型 NMRI 雄性マウス

(Runx2+/-マウス)とRunx2(+/+)型 NMRI雄性マ

ウス(野生型マウス)を、1 回の実験につきそ

れぞれ10-30匹ジエチルエーテルで吸入麻酔

後頚椎脱臼して屠殺し、大腿骨および腓骨を

取り出し、軟組織を除去後、25ゲージ針で骨

髄細胞をフラッシュアウトした。その後、

1500rpm、5 分遠心し、10%牛胎仔血清、

100IU/ml penicillin お よ び 100 μg/ml 

streptomycin を加えた Dulbecco’s Modified 

Eagles Medium で 3.5 cm 細胞培養ディッシュ

に4×107 cells/dishの割合で細胞を播種し、

37 °C、5%CO2および 100%湿度下で培養した。

培養 4 日目で浮遊細胞を除去し、7 日間培養

後ディッシュ底面に付着した細胞を骨髄間

質細胞として使用した。 

(2)伸展刺激法と骨分化誘導 

骨髄間質細胞はPBSで2回洗浄後、

0.05%trypsin・EDTAで室温2分処理し、培養デ

ィッシュから剥離し、0.05mg/mlフィブロネク

チンで12時間コーティング処理したシリコン

エラストマー製チャンバーに1×105 

cells/cm2の割合で播種した。37°C、5%CO2お

よび100%湿度下培養で、サブコンフルエント

に達した後、オリジナルの伸展装置を用いシ

リコンチャンバーを12%伸展させた。有限要素

解析では、ヒトの上顎中切歯に物理的な力を

かけて歯を水平的に移動させると、歯根膜が

約8-25%(根尖～歯槽骨の位置にもよる)伸展

され、歯根中央部の歯根膜にかかる伸展率は

12%であることから本研究では伸展率12%を採

択した。なお、非伸展細胞群は伸展せずに伸

展群と同条件で培養した。 

これまでに、骨髄間質細胞は、骨、軟骨、

脂肪細胞への分化法が確立されており、さま

ざまな間葉系細胞に分化可能な幹細胞を有し

ている。デキサメタゾンは、ヒトやラットな

ど様々な動物由来の骨髄間質細胞の骨分化誘

導に有効であることが報告されており、本研

究では、培養液に添加することにより、骨芽

細胞分化モデルとして使用した。骨分化誘導

培地下でマウス由来骨髄間質細胞に伸展力を

負荷する場合には、シリコンチャンバーに細

胞を播種しサブコンフルエントに達した後、

培養液を10nM デキサメタゾン、82µg/ml アス

コルビン酸および10mM b-グリセロリン酸を

添加した10%FBS含有DMEM(骨分化誘導培地)に

交換し、1時間後に12%伸展力を負荷し37°C、

5%CO2および100%湿度下で培養した。骨分化誘

導培地は、3日に1度交換した。 

(3)トータル RNA 抽出と逆転写 

野生型およびRunx2+/-マウス由来骨髄細胞

採取直後に、TRIzol reagent®を用いてトータ

ルRNAを抽出した。また、骨分化誘導培地下で

のマウス由来骨髄間質細胞を伸展10日後に、

Runx2およびOSC mRNA発現量検討のために

TRIzol reagent®を用い、トータルRNAを抽出

した。トータルRNA1μgを鋳型として、

SuperScript III® First-Strand Synthesis 

System (Invitrogen)を用いて65°C、5分、

50°C、50分、85°C、5分で逆転写反応を行い、

complementary DNA(cDNA)を合成した。 

(4)リアルタイムPCRによる遺伝子発現の解析 

リアルタイムPCRは、Thermal Cycler Dice 

Real Time System(Takara Bio. Inc., Shiga, 

Japan) を使用し、2μl cDNAを鋳型として



20pmol/μlセンス・アンチセンスプライマー

とSYBR premix Ex Taqを用いて行った。熱変

性95°C、10分、アニーリングを95°C、15秒

さらに伸長反応60°C、1分を40サイクル行っ

た。各遺伝子のmRNA発現量は、GAPDH の発現

量に対する相対値で表示した。 

(5)DNA 量、ALP活性およびカルシウム産生量

測定 

マウス由来骨髄間質細胞を、細胞増殖検討

では伸展 0、12、24、36 および 48時間後、

ALP 活性およびカルシウム産生量測定では伸

展 0、7、14、21 および 28日後に、生理食塩

水で 2回洗浄し、0.075% Triton X-100 含有

625mM Tris-HCl 緩衝液(PH 9.0)で超音波処理

後、10000×g、4°C、5分遠心した。上清は

DNA 量および ALP 活性測定に用い、ペレット

はカルシウム量測定に用いた。DNA 量は

Quant-iT PicoGreen および Infinite F200 

を用いて測定した。ALP 活性測定は、10倍希

釈した上清に 0.5mM MgCl2および 0.5mM p-ニ

トロフェニルリン酸を添加し、37°Cで 30 分

インキュベート後0.1N NaOH で反応を停止さ

せ、Infinite F200 を用い 405nm の吸光度で

測定した。なお標準曲線は p -ニトロフェノ

ールを使用し、30分あたりの ALP 活性を p -

ニトロフェノール濃度で換算した。ペレット

は、0.5M HCl を添加し 16時間 37°C でイン

キュベートし、13000rpm、4°C、15 分遠心後

の上清を用い、QuantiChrom Calcium Assay 

Kit(Bioassay Systems, Hayward, CA, USA)

で 572nm の吸光度にて Infinite F200 を用い

てカルシウム量を測定した。 

(6)ALP 染色 

伸展 7、21 日後の細胞を PBS で 2 回洗浄後、

100%エタノールで 10分間固定し ALP 染色キ

ット(Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan)

にて 10 分間 ALP 染色を行った。染色像の撮

影は、高精細顕微鏡デジタルカメラ

DP71(Olympus, Tokyo, Japan)を用いた。 

４．研究成果 

(1)Runx2+/-マウス由来骨髄細胞の Runx2 mRNA

発現について 

  野生型マウスおよび Runx2+/-マウス由来骨

髄細胞採取直後の Runx2 mRNA 発現を検討し

た。その結果、Runx2+/-マウス由来細胞は、野

生型マウスと比較し、約 30%の発現減少が認

められた。 

(2) Runx2+/-マウス由来骨髄間質細胞の伸展

後の細胞増殖能について 

Runx2+/-マウス由来骨髄間質細胞を伸展後、

DNA 量を測定して細胞増殖能を検討した。そ

の結果、野生型マウス由来細胞の DNA 増加量

は 12 および 24 時間、Runx2+/-マウスでは 36

時間で、伸展による有意な増加が認められた。

また、伸展群における Runx2+/-マウスの DNA

増加量は野生型マウスと比較し、12 時間と

24時間で有意な差が認められ、細胞増殖の遅

延が認められた。 

(3)骨分化誘導培地下における Runx2+/-マウ

ス由来骨髄間質細胞伸展後の、ALP 活性、カ

ルシウム産生量および骨芽細胞関連遺伝子

の発現について 

骨分化誘導培地下における Runx2+/-マウス

由来骨髄間質細胞の伸展後のALP活性を測定

した。伸展群の野生型マウス由来細胞の ALP

活性は伸展 7 および 14 日後で非伸展群と比

較して有意に上昇し、ALP 活性のピークは 7



日で認められた。さらに、Runx2+/-マウス由来

細胞では、ピークは 21 日で認められ、伸展

14 および 21 日後で、非伸展群と比較し有意

に上昇していた。伸展群において Runx2+/-マ

ウス由来細胞は野生型マウスと比較し、14日

間まで有意に低下し、ALP 活性のピークの遅

延と有意な減少が認められた。ALP 染色にお

いても、ALP 活性測定と同様の結果が認めら

れた。 

また、カルシウム産生量については、伸展

した野生型マウス由来細胞は伸展後 21 およ

び 28日で、Runx2+/-マウスでは、28日で非伸

展群と比較して有意に上昇していた。伸展群

において、Runx2+/-マウス由来細胞は野生型マ

ウスと比較して21および 28日で有意に減少

していた。 

さらに、Runx2 および OSC mRNA 発現を検討し

たところ、野生型および Runx2+/-マウス由来

細胞ともに両遺伝子の mRNA 発現は、伸展刺

激後有意に増強した。伸展群においては、

Runx2+/-マウス由来細胞の mRNA 発現は野生型

マウスに比べて有意に減少していた。 
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