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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、歯の象牙質に多く存在する細胞外基質タンパクである象牙質シアロリン酸化タン

パク(DSPP)が、骨代謝に影響をあたえるか否かとそのメカニズムについて調べた。DSPP をもた

ないマウスと通常のマウスの骨を比較すると、DSPP を持たないマウスの方の骨の密度が低かっ

た。しかし、頭蓋冠の器官培養系では、通常と比べ DSPP が存在しないと骨を吸収する破骨細胞

の数が少なくなった。さらに骨髄由来間葉系細胞を用いて DSPP の役割を調べた結果、DSPP に

より、培養細胞が骨を作る細胞に変化しやすくなり、DSPP が存在しないと脂肪細胞に変化しや

すいことがわかった。これらの結果から、DSPP は骨を作る細胞と吸収する細胞に、それぞれ独

立した作用をもたらし、主に骨を造る作用を増強することで結果としてマウスの骨の密度を増

加していることが示され、骨代謝制御に利用できる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we examined the effects of dentin sialophosphoprotein (DSPP), one of the major 
extracellular matrix proteins in dentin, on bone turnover in vivo and in vitro. According to micro CT 
analysis, DSPP knock out (KO) mouse femora showed significantly decreased bone mineral density as 
compared to those in DSPP wild type (WT) mice. However, calvarial organ culture analysis revealed 
that the decreased osteoclastogenesis in DSPP KO as compared to WT calvaria. Using bone marrow 
stromal cells (BMSCs) isolated from both WT and KO mice, we found that under the osteogenic media, 
ALP activity and in vitro mineralization were higher in BMSCs derived from WT mice as compared to 
those from KO mice. On the other hand, the KO derived BMSCs showed increased differentiation into 
adipocytes as compared to those from WT mice. Thus, the DSPP may be a positive regulator for the 
bone mineral density, promoting the bone formation but not suppressing the bone resorption. 
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１．研究開始当初の背景 

 抜歯後や加齢時、歯周病罹患時にみられる
歯槽骨・顎骨の喪失、矯正治療時の歯の移動
や、歯槽骨退縮などには、歯根周囲の骨吸収
と骨形成反応のバランスが影響している。こ
の骨の反応に影響を与える因子として、メカ
ニカルストレスなど物理的因子の他に、様々
なサイトカインやホルモン、細胞外マトリク
スタンパク、マトリクス分解酵素など種々の
生物学的因子が同定されてきたが、歯槽骨喪
失を回復あるいは予防するために臨床応用
に至っているものは数少ない。その中で、歯
周組織再生に用いられているエムドゲイン
の主成分であるエナメルマトリクスタンパ
クのアメロジェニンについて、応募者はその
作用の一端を解明してきた（J Dent Res. 
2006;85(2):144-9）。それは、本来歯に発現
しているアメロジェニンが破骨細胞の形成
を抑制することで骨代謝に影響を与えると
いうものであった。 
 ところで、歯の象牙質に非コラーゲン性の
細胞外マトリックスとして最も多く発現し
ているのは象牙質シアロリン酸化タンパク
質(dentin sialophosphoprotein: DSPP)であ
る。DSPP は、歯から発見されたためかその骨
における薬理学的・生物学的作用に関して近
年まであまり注目されることがなかった。そ
のような中、象牙芽細胞特異的な細胞外マト
リクスと考えられていた象牙質シアロリン
酸 化 タ ン パ ク 質 (dentin 
sialophosphoprotein: DSPP) が 、 骨 (Nat 
Genet. 2001;27:201-4)や易骨転移性の前立
腺癌（Int J Cancer 2006 118:850-6）にも
発現していることが明らかになった。また、
応募者を含むグループの最近の研究から、
DSPP は象牙芽細胞のみならず骨芽細胞およ
び骨細胞の一部に発現し、Dspp 遺伝子欠損
(DSPP KO)マウスは象牙質形成不全症を示す
だけでなく(J Biol Chem2003;278:24874-80)、
骨密度と骨の石灰化度が有意に変化してい
ることが判り（Bone. 2008；43(6):983-90、
および未発表データ）、DSPP は骨においても
重要な役割を果たしていると推測されるよ
うになった。 
 DSPP タンパクは、DSPP 遺伝子から連続し
た１本のポリペプチド鎖として合成され、そ
の後早期に切断されて、象牙質シアロタンパ
ク(DSP)と象牙質フォスフォフォリン(DPP)
となると考えられている。それぞれのタンパ
クの役割に関しては依然不明な点が多いも
の の 、 DSPP は SIBLING (Small 
integrin-binding ligand N-linked 
glycoprotein)ファミリーに属するので、RDG
配列を介してインテグリン・CD44 等へ接着
することが予想された。かつ上記予備的結果
から、歯のみならず骨に関して幅広く作用し

ていることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、骨の組織分化、形成・
吸収における DSPP の役割を同定し基礎的情
報を得ることを目的とした。 
(1)具体的には 
① DSPP はインテグリンを介したシグナル伝
達を引き起こし、骨髄由来間葉系幹細胞の骨
芽細胞への分化を促進する（若しくは他の間
葉系細胞への分化を抑制する）。 
② DSPP の存在は破骨細胞のマトリクスへの
接着能を抑制し、破骨細胞による骨吸収を抑
制する。 
という仮説を in vivo・in vitro の実験から
検証することとした。 
(2)次に、新規骨形成促進ペプチド、歯周病
治療薬、あるいは修復象牙質形成促進剤の開
発など、歯科臨床への貢献につながるデータ
を得るために、DSPP 中で薬理活性を持つ部分
を検索することとした。 
 

３．研究の方法 

  本研究は、研究目的に示した仮説を検証す
るため、まず DSPP の存在・非存在下での、 
(1) Dspp KO マウス由来 歯・骨ディスクおよ
びリコンビナント DSPP を用い、DSPP の骨吸
収への影響の検討を検討した 
(2) Dspp KO マウス由来の細胞培養系などを
用い、骨芽細胞など間葉系細胞分化への影響
を解析した。 
(3) 各週齢の Dspp WT・KO マウスの骨の表
現型について、マイクロ CT を用いた X 線学
的計測を行った。 
(4) DSPPのインテグリンを介したシグナル伝
達機構と活性ペプチド検索を Western 
Blotting 法を中心に行った。 
 
４．研究成果 
(1) 骨吸収に対する DSPP の影響の検討 
 Dspp WT･KOマウス切歯象牙質ディスク片を
96well 培養プレート内に静置後、単球マクロ
ファージ系細胞を播種、象牙質ディスク上の
吸収窩の面積を酒石酸抵抗性酸性フォスフ
ァターゼ(TRAP)染色後に計測することで、
DSPP の骨吸収への影響を調べた。しかし十分
な数の破骨細胞形成が象牙質ディスク上に
見られなかたため、有意な差はみられなかっ
た。そこで、DSPP KO マウスおよび WTの頭蓋
冠器官培養系を用いて、破骨細胞形成数の差
の有無について TRAP 染色後計測を行った結
果、WT に比べ KO において破骨細胞形成数が
有意に減少していた。破骨細胞あたりの面積
は遺伝子型の違いにより有意差はなかった。 
(2) Dspp KO マウス由来間葉系幹細胞を用い
た、間葉系細胞分化能への影響の検討 



 WT・KO マウスより、骨髄由来間葉系幹細胞
を採取し、骨細胞、脂肪細胞への分化促進培
地内で培養し、骨細胞への分化を培養開始14、
28 日後、脂肪細胞への分化を 3日後に評価し
た。骨細胞への分化能を、ALP活性、Alizarin 
red 染色によって確認したところ、WT由来細
胞の骨細胞分化能が KO マウス由来細胞より
も有意に高かった。反対に、脂肪細胞分化能
は KO マウス由来細胞のほうが有意に高いこ
とが、Oil red 染色によってわかった。WT・
KO マウス骨髄中の間葉系細胞数をコロニー
形成数（CFU）で計測し、あわせて間葉系細
胞の増殖能も BrdU 取り込み能を比較し評価
を行ったところ、CFU に差はなかったものの、
WT 由来細胞の増殖能は KO 由来細胞よりも高
かった。 
(3) マイクロCTを用いたWT・KOマウスの骨密

度計測 

 各週齢のDSPP WT・KOマウスの骨の表現型

について、マイクロCTを用いたX線学的計測を

行うため試料採取をおこない、骨密度やASBMR

基準による骨パラメーターを計測した。その

結果、WTマウス大腿骨遠位端骨密度はKOマウ

スに比べて、1年齢以降において高い傾向が見

られたが統計学的な有意差はなかった。また

、8週目にて卵巣摘出術を行なって4週後に同

様に計測をしたところ、WTと比較してKOマウ

スのほうが、OVX後骨密度がより低下している

傾向が見られた。十分なサンプル量を得た後

に改めて統計学的な処理を行うため、現在も

継続して分析を行なっている。 
  
(4) Dspp 由来 RGD 含有ペプチドを用いた、
頭蓋冠由来間葉系細胞の分化への影響の検
討 
 WT・KOマウス頭蓋冠より間葉系細胞を酵素
処理にて分離し、骨細胞、脂肪細胞への分化
促進培地内で DSPP 由来 RGD 含有ペプチド存
在下・非存在下にて培養を行い、細胞分化の
様相を比較した。DSPP 由来配列含有ペプチド
は、RGD 配列を含む配列を中心に 8 種類を合
成し、2つの異なる濃度(100nM、および 1M)
を含むよう培地を調整して培養を行った。そ
の結果、DSPP 由来 RGD 含有ペプチドを含んだ
培地にて培養した細胞のほうが、RGE 含有コ
ントロールペプチドよりも骨細胞分化が抑
制された。また、脂肪分化に関しては、DSPP
由来 RGD含有ペプチドを含んだ培地にて培養
した細胞のほう脂肪分化が促進した。これは、
先に骨髄由来間葉系細胞で得られた結果と
相反すると考えられた。そこで、実際にどの
ような細胞内シグナル伝達が行われている
かを確認するため、インテグリン下流の
ERK1/2 のリン酸化を Western blotting で確
認した。WT,KO 由来の骨髄由来間葉系細胞、
頭蓋冠由来の骨芽細胞共に、WT と比較して

KO 由来の細胞において ERK1/2 のリン酸化は
低下していた。一方、DSPP 由来 RGD 含有ペプ
チドは添加初期にERKのリン酸化が急速に上
昇するもののその後のリン酸化は添加前よ
りむしろ低下したレベルが維持されること
から、DSPP 由来の合成ペプチドはインテグリ
ンに結合するものの、その後他のインテグリ
ン経由シグナルをむしろ抑制する可能性が
示された。一方、細胞から分泌されている内
在性 DSPP は、合成ペプチドとは異なりイン
テグリンを介して骨細胞分化を促進するシ
グナルを伝達している可能性がある。しかし
これに関しては未解明な部分が多く、共同研
究者と今後詳細なメカニズムを解明する予
定である。 
 
 以上、本研究課題から得られた、間葉系細
胞の分化に関して得られる知見は、幹細胞分
化に関連した再生医療における基礎的知識
の底上げにつながるとかんがえられ、インテ
グリンシグナルを変化させることで、歯槽骨
退縮の回復、歯周病治療薬、あるいは象牙質
再生促進を期待できる薬剤の開発など、硬組
織関連疾患を有する多数の人々の QOL 向上
に役立つことが期待される。 
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