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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換によりへルトウィッヒの上皮鞘由来細胞から移行するセメント芽細胞の骨シア
ロ蛋白質(BSP)発現とその転写調節やクロマチン制御を検討した。BSP遺伝子の転写制御領域には3か所のRunx2応答性領
域（OSE2-1～OSE2-3）が存在した。BMP-2は前骨芽細胞のBSPの遺伝子発現を促進し、すべてのOSE2の転写活性の上昇と
クロマチンレベルでのRunx2との結合を促進した。一方、TGF-β1はBSP遺伝子の発現を転写レベルで抑制した。以上か
らBSP遺伝子の3か所のOSE2には、増殖因子に反応して、その遺伝子発現を正負に制御するRunx2応答性の転写制御機構
が存在することが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone Sialoprotein(BSP) is a tissue-specific marker of cementblast cells which has 
shown to be transformed from Hertwig's epithlial cells.To elucidate the mechanisms of gene transcription,3
 putative osteoblast specific element 2 consensus motif(OSE2-1~OSE2-3) were investigated the ability of Ru
nx2 to interact with cognate cis-acting elements. Forced expression of Runx2 induced 14 fold enhancement o
f transcription activity observed with the 6 x tandem repeats of OSE2-2 and 3 fold enhancement with that o
f OSE2-3, whereas 60% significant reduction was observed with that of OSE2-1. Chromatin immunorecipitation
 analyses revealed Runx2 were significantly higher recruited to OSE2-2 than to other OSE2s in vivo. BMP-2 
increased Runx2 binding to these OSE2s and its transcription, whereas obvious reduction of OSE2-2 transcri
ption induced by TGF-beta 1. These data suggested that the coordinated regulation of chromatin on respecti
ve OSE2s with Runx2 were modulated by TGF-beta/BMP signals.  
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1.研究開始当初の背景 

近年、成人矯正治療の需要が急激に増加に伴

い、不可逆的な歯根吸収の潜在的なリスクは

高くなっている。矯正力による歯根吸収を予

知し、予防し、さらに効果的な治療法が存在

すれば、進化する矯正治療がより安全になる

事は確実である。そのためには、歯根吸収の

発症と修復機構を解明することが喫緊の課題

である。本研究においては、これまでの研究

結果から推察される下記の作業仮説を学術的

背景とした。Reitan が提唱する歯根吸収抵抗

性の細胞群の主体は HERS 細胞とセメント芽

細胞であり、アメロジェニンあるいは TGF-β

1のオートクライン制御により HERS細胞は上

皮間葉転換を経て、セメント芽細胞に移行す

る。さらに同様の制御あるいは BMP-2 等の局

所に存在する増殖因子の刺激によりセメント

芽細胞は BSP を発現してセメント質基質を合

成する。同時に破骨細胞誘導を阻害するよう

にセメント芽細胞の RANKL の発現は低下して

いる。 

2.研究の目的 

本研究の目的は、上皮間葉転換により HERS 細

胞から移行するという報告のあるセメント芽

細胞の骨シアロ蛋白質(BSP)発現とその転写

調節機構に焦点を当て、そのオートクライン、

パラクライン制御にかかわるアメロジェニン

や TGF-β１あるいは BMP-2の影響を検討する

ことである。BSP 遺伝子の発現は間葉系硬組

織特異性が強く、上皮系細胞での発現は報告

がない。そのため、HERS 細胞からセメント芽

細胞に移行する際には未解明の転写制御を受

けてBSP遺伝子の発現スイッチのOn/Offを行

うはずである。その際には BSP 遺伝子の高次

クロマチン構造がエピジェネティックな制御

を受けて開放型のヌークレオソーム構造に変

化していることになる。MacDougall M.ら

（Arch Oral Biol 2005）の鎖骨頭蓋異形成症

のセメント質形成異常の研究から、セメント

芽細胞の BSP 発現に転写因子 Runx2 が関与し

ている事を強く示唆している。申請者は、こ

れまでマウス骨シアロ蛋白質(BSP) のプロモ

ーター中の転写調節領域をクローニングし、

その Runx2 による BSP 遺伝子発現調節機構の

一部分を報告してきた。本研究においては、

上述の目的のため HERS 細胞とセメント芽細

胞の上皮間葉転換において関与すると思われ

るアメロジェニンや TGF-β１あるいは BMP-2

が、セメント芽細胞の Runx2 応答性領域を含

むマウス BSP 遺伝子の転写制御、またそのク

ロマチン構造のエピジェネティック制御にど

のような影響を与えるかを検討した。 

 

3.研究の方法 

(1)培養後 Sub-confluent に達したマウス歯

小嚢由来前駆体細胞 MDFE6△127 と前骨芽細

胞 MC3T3E1 細胞に 100 ng/ml の BMP-2、1ng/ml

の TGF-β１、1μg/ml の大腸菌発現系を用い

たマウス全長アメロジェニン（rM179）を 24

時間添加した。各種条件の細胞から全 RNA を

Isogen RNA isolation kit により抽出し、等

量の全 RNA を用いて RT 反応を行った。

Real-time PCR 定量法により、GAPDH を内部コ

ントロールとして Runx2 あるいは BSPの mRNA

発現量を C3H10T1/2 の発現量と相対比較した。  

 (2)マウス genomic library から骨シアロ蛋

白質（BSP）の遺伝子転写制御領域の転写開始

点上流 9.0 kb を長さクローニングし、その長

さの異なる断片をルシフェラーゼ発現ベクタ

ーpGL3(Promega)にサブクローニングする。さ

らに、各 Runx2 認識配列(OSE2-1～OSE2-3）を

含む遺伝子断片(20bp)の６x結断片を合成し、



BSP 遺伝子転写開始点上流プロモーター領域

146bp を結合させたキメラ遺伝子を作成し、

同 様 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た (pLuc 

6xC1,pLuc 6xC2 と pLuc 6xC3)。 24 マルチウ

エ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 線 維 芽 細 胞

C3H10T1/2 を 24 時間培養後、 lipofectAMINE 

と plus Reagendを用いて各種コンストラクト

の一過性トランスフェクションを行った。24

時間後に 100ng/ml の BMP2、1ng/ml の TGF-β

１、1μg/ml のアメロジェニン（rM179）を添

加し、さらに 24 時間後、Dual luciferase 

reporter system(Promega)を用いて転写活性

を測定した。 

 

(3)コンフルエントに達した MC3T3E1 細胞を

1% formaldehyde で 10 分間固定し、ChIP-ITTM 

Express Enzymatic (Active Motif) の酵素を

用いて断片化した可溶性クロマチン分画を得

た。各分画に Runx2 モノクローナル抗体(CST

社製)と protein G 磁気ビーズを加えて免疫

沈降を行った。洗浄後、クロマチンを溶出、

脱架橋し、Runx2 抗体と結合していた DNA の

精製を行った。その定量は SYBR® Green I ア

ッセイによる real-time PCR 後、Comparative 

Ct 法を用いて行った。10% Input サンプルに

より標準化されたサンプルの∆ Ct 値は GAPDH 

locusから得られる∆ Ct 値を減ずることによ

り∆∆Ct値を求めて、比較定量した。KAT3B/p300、

HDAC3 、 HDAC4 、 Histone H3K9ac 、 Histone 

H3K9me2、Histone H3K27ac、Histone H3K27me3

モノクローナル抗体(Active Motif 社製)も同

様に反応させた。 

 

4.研究成果 

(1)BMP-2,TGF-β1 あるいはアメロジェニン

（rM179）の遺伝子発現に及ぼす影響 

qPCR 分析の結果、BMP-2 は MC3T3E1 細胞の

Runx2遺伝子発現を 2.4±0.4倍上昇させ、BSP

遺伝子発現を 5.3±0.7 倍上昇させた。一方、

TGF-β1 は MC3T3E1 細胞の Runx2 遺伝子発現

を 45±5％減少させ、BSP 遺伝子発現を 62%±

7％減少させた。同様に、マウス歯小嚢由来前

駆体細胞 MDFE6△127 では、BMP-2 は Runx2 遺

伝子発現を 1.5±0.25 倍上昇させ、BSP 遺伝

子発現を 5.3±0.7 倍上昇させた。一方 TGF-

β1 は MDFE6△127 の Runx2 遺伝子発現を 32

±3％減少させ、BSP 遺伝子発現を 52±6%減少

させた。尚、qPCR 分析の結果、アメロジェニ

ン（rM179）は MC3T3E1 の Runx2 と BSP 遺伝子

発現に対して促進的傾向は持つものの、有意

差を持つ変化を与えなかった。また、同様に

アメロジェニン（rM179）は MDFE6△127 の

Runx2 と BSP 遺伝子発現に対して、促進的効

果をもつものの、有意差を持つ変化を与えな

かった。 

 

(2)BMP2,TGF-β1 が BSP 遺伝子の転写活性に

及ぼす影響 

C3H101/2 細胞に対する一過性 transfection

分析から、OSE2-2ならびにOSE2-3を含むpLuc 

G-X(nts -9256 to +30) construct では Runx2

発現ベクター添加により約 1.67 倍の有意な

転写活性の促進を示した。同様に、pLuc 

E-X(nts -5431 to +30) construct では Runx2

発現ベクター添加により約 1.9 倍の有意な活

性促進を示した。各 OSE2 を含む遺伝子領域の

６x 連続断片を含む constructs 用いて Runx2

の効果を同様に検討した。Runx2 発現ベクタ

ー添加により、pLuc 6xC2 で約 14 倍に、pLuc 

6xC3 では約 3倍の有意な転写活性の促進を示

した。一方、pLuc 6xC1 では約 60％の有意な

転写活性の抑制を示した。 Runx2 発現ベク
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による転写促進作用

自体の結合能の高さのみならず、

Histone3K27 のアセチル化や

アセチル化酵素である KAT3B/p300

の協調によるものと考察された。一方、OSE2

による転写抑制作用は Runx2 の結合

HDAC4 の干渉による

のメチル化によって協調されて

いるものと考察された。今回の報告の範囲で

による転写促進の機構の

解釈については不明であった。 本研究により

による転写調節はHistone

やクロマチン修飾因子との協調に

OSE2-1 では負に制御

されている事が強く示唆された。 

BSP 遺伝子の転写制

MC3T3E1 細胞からクロマチ

抗体と結合していた

分析を行った。BMP-2 非添加群

Runx2 との結合能が

上昇していた。

では HDAC3

OSE2-3

と比較して有意に高い事が示された。以上の

による転写促進作用

みならず、

のアセチル化や

KAT3B/p300 と

OSE2-1

の結合

の干渉による

のメチル化によって協調されて

いるものと考察された。今回の報告の範囲で

による転写促進の機構の

本研究により

Histone

やクロマチン修飾因子との協調に

では負に制御

 

遺伝子の転写制

クロマチ

抗体と結合していた DNA

非添加群

との結合能が

していた。一方、

 



TGF-β1 は非添加群と比較して、すべての

OSE2に対する Runx2との結合能に有意差のあ

る変化を与えなかった。 

 

(5)結論ならびに考察 

以上の事から、今回の申請では BSP の遺伝子

転写制御領域には Runx2-OSE2s の分子スイッ

チ存在し、その遺伝子発現を正負に制御する

事が確認された。さらに、骨芽細胞やセメン

ト芽細胞の BSP 発現が、異なる増殖因子によ

る Runx2-OSEs 経路を介して正負に制御され

ている事を示した。しかしながら、異なる増

殖因子がどのようなシグナル因子やクロマチ

ン修飾因子を誘導して Runx2 を介する BSP 遺

伝子の転写制御を調節しているかは現在検討

中である。今後、本申請期間では検討するま

でに至らなかった課題として、へルトウィッ

ヒの上皮鞘由来細胞が TGF-β1 やアメロジェ

ニンに応答して、BSP 発現を示すセメント芽

細胞に移行するかどうか、移行時におけるBSP

発現に関わるシグナル伝達、転写制御、クロ

マチン制御がいかななるものかを明らかにす

る事が必要である。 
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