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研究成果の概要（和文）：ミネラル輸送を担う陽イオンチャネルと酵素の機能を併せ持つユニークなTRPM7に着目し、
歯の石灰化における役割について検討を行った。TRPM7は全身中でも歯のエナメル芽細胞や象牙芽細胞に高い発現を認
めた。また、エナメル芽細胞株及び象牙芽細胞株細胞においてもTRPM7の高い発現を認めると共に、TRPM7様イオン電流
が検出された。キナーゼ機能を欠失したTRPM7キナーゼ変異マウスでは、切歯が白色化しエナメル質の形成不全が観察
された。以上のことから、TRPM7はエナメル芽細胞および象牙芽細胞に特徴的に発現するチャネル蛋白であり、エナメ
ル質形成の石灰化過程等で重要な役割を持つことが示唆された。　

研究成果の概要（英文）：Transient receptor potential (TRP) melastatin subfamily member 7 (TRPM7) is a 
unique bi-functional cation channel containing a protein kinase domain. In the present study, we focused 
on the role of TRPM7 in tooth mineralization. TRPM7 was highly expressed in odontoblasts and ameloblasts 
in tooth. Both of ameloblastic and odontoblastic cell line showed not only higher expression of TRPM7 but 
also higher activity of TRPM7-like currents. TRPM7-kinase inactive mutant mice was analyzed to study 
TRPM7 function in vivo and showed the enamel defect with hypomineralization of incisors. TRPM7 is highly 
expressed in ameloblasts and odontoblasts during tooth development, closely involved in mineralization of 
dentin and enamel matrix.

研究分野：口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 歯牙硬組織はいったん形成されると吸収
されず機能を維持するため、歯を形成する細
胞の分化や石灰化過程に異常があると障害
が生じやすい硬組織である。これまで in 
vitoro 系研究は遅れていたが、最近、iPS 細
胞より象牙芽細胞やエナメル芽細胞への誘
導が可能となり、歯牙の発生や再生への分子
生物学的な研究が加速されると考えられる。
しかしながら、その石灰化過程を担うミネラ
ル輸送の分子同定や石灰化機構に関しては
ほぼ不明であり、今後の歯牙発育障害の病態
解明や歯牙再生治療の推進に向けて解明す
べき必須課題である。 
 
(2)これまで我々は破骨細胞のイオン輸送と
骨吸収機能の調節に関する多くの研究を行
い、RANKL が 破骨細胞前駆細胞に Ca2+透
過性陽イオンチャネルの一種である
transient receptor potential (TRP)ファミリ
ーに属する TRPV2と TRPM7の発現を誘導
することを発見し、TRPV2を介する Ca2+流
入が Ca2+オシレーションを形成し、
calcineurin 及び NFATc1 の活性化を経て破
骨細胞分化が誘導される機構を報告した
（Kajiya et al.2010）。その後、もう一方の
TRPM7 の機能研究の取組みとして、
TRPM7-flox マウスを作成しカテプシン Cre
マウスとの交配で、破骨細胞特異的な
TRPM7コンディショナル KOマウスの作製
に成功した。現在、この KOマウスの破骨細
胞にはTRPM7様イオン輸送は記録されない
ことも確認し、骨への表現型や骨吸収機能等
を in vivo及び in vitoro系で解析中である。  
 TRPM７は TRPMファミリー（Melastatin 
受容体）に属する非選択性の陽イオンチャネ
ルで、Ca2+や Mg2+に対する透過性が特段に
高いことから、細胞内ミネラル恒常性を担う
輸送分子として注目されている。また、
TRPM7 は外液の酸性化で活性化されること
やメカノセンサーチャネルとして機能する
ことも報告されている（Numata et al. 2008）。
一方、TRPM7は、その C末側にαキナーゼ
ドメインを持ち酵素活性を有するユニーク
なイオンチャネルでもあり、この C末領域は
PIP2自身やPI3リン酸がTRPM７の活性化を
制御することや、流入 Mg2+により自己リン
酸化され下流シグナルを調節している
（Runnels et al. 2002）。また、Tリンパ球に
おいて TRPM７のキナーゼドメインがカス
パーゼにより切断されFas受容体を刺激して
アポトーシスを誘導することが Cell に報告
された（Dasai et al. 2012）。このように
TRPM7 はキナーゼ活性を有する Ca2+/Mg2+

輸送体として、細胞増殖、細胞接着運動、細
胞死、発ガン等の多岐の生命現象に関わる必
須分子であり、TRPM7 欠損やαキナーゼド
メイン変異のマウスは胎生致死となる（Jin 
et al. 2008）。 
 

(3) 我々は、この TRPM7研究の一環として、
生体内のTRPM7の組織分布を検討したとこ
ろ、歯牙に特異的に高発現を確認していた。
従って、Ca2+透過型陽イオンチャネルである
TRPM7 分子が、両細胞のミネラル輸送機構
とこれに続く歯の形成や石灰化調節機構へ
関与する可能性が示唆される。一方、象牙芽
細胞におけるミネラル輸送体としては、これ
までにヒト、ラット、マウスの初期培養細胞
や一部の細胞株において TRPA1、冷刺激感
受性 TRP(TRPM8)、熱感受性 TRP(TRPV1)、
Na+-Ca2+交換輸送体（NCX1,3）、L-type 
Ca2+channel等の発現や電流が報告されてお
り、主に象牙質痛覚の受容機構との関係が検
討されている。しかしながら、選択性が限ら
れた薬剤を用いた薬理学的解析が主体で、そ
の分子同定と歯牙形成との直接的な機能関
係は明らかでない。ましてや、エナメル芽細
胞 の ミ ネ ラ ル 輸 送 体 に お い て は 、
Ca2+-ATPaseや NCXの発現が報告されてい
るのみで情報は殆どない。従って、象牙芽細
胞やエナメル芽細胞のミネラル輸送機構と
これに続く歯の発生や石灰化調節機構との
関係は不明であり、我々は「TRPM7 が歯牙
形成や石灰化調節機構を担う機能分子であ
る」との仮説を考えている。 
 
２．研究の目的 
 歯は上皮—間葉系の相互作用により主に象
牙芽細胞とエナメル芽細胞から形成される
が、それぞれの石灰化過程を担う分子の同定
は不明である。本研究は歯牙形成に関わる新
規分子として、我々が生体中でも特に歯に極
めて高発現する TRP 分子として発見したキ
ナーゼ活性を有するユニークな Ca2+透過型
陽イオンチャネルである TRPM7 に注目し、
この分子のミネラル輸送機構とこれに続く
歯の発生と石灰化調節機構への関与を in 
vitro 実験系と種々の遺伝子改変マウスを用
いた in vivo 実験系で解明することにある。
これらの取組みは、歯牙発育障害の病態解明
や歯牙再生研究へ新しい指針を提供すると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) in situ hybridization および real time 
PCR を用いて、マウスの全身組織における
TRPM7mRNA 発現のスクリーニングを行った。 
また、胎生期から生後初期のマウスを用いて、
抗 TRPM7 抗体による免疫組織染色や HE 染色
を行い、硬組織における TRPM7 分子の発現局
在を観察した。 
 
(2) エナメル芽細胞株SF2及び象牙芽細胞株
mDP 細胞、及び骨芽細胞株 MCT3T3-E1 細胞を
用いて、TRPM7 の発現を検討した。real time 
PCR 法、及びウエスタンブロット法により、
TRPM7mRNA 及びタンパク発現を比較した。ま
た、各種株化細胞を石灰化誘導培地にて長期
間培養し、アルカリフォスファターゼ活性の



測定や、アリザリン染色や von Kossa 染色に
より沈着物の石灰化度を評価した。さらに、
TRPM7-shRNA を導入し、TRPM7 タンパクのノ
ックダウンによるTRPM7に依存性した石灰化
を調べた。 
 
(3) ホールセル・パッチクランプ法を用いて、
各種株化細胞におけるTRPM7様の陽イオン電
流（Mg2+感受性電流）を記録し、その電流密
度を比較した。また、TRPM7-shRNA を用いた
TRPM7 ノックダウンによる TRPM7 様イオン電
流の選択的な抑制を検討した。 
 
(4) TRPM7 の in vivo 実験系での機能解析に
取り組んだ。TRPM7 の全身欠損マウスは胎生
致死であるため解析困難である。そこで、キ
ナーゼドメイン部分の点変異によりTRPM7の
キナーゼ機能を欠失したTRPM7キナーゼ変異
マウスを用いた。歯や硬組の織解析には、マ
イクロ CT 解析や走査電子顕微鏡を用いて、
検討を行った。また、エナメル芽細胞、及び
象牙芽細胞に特異的なタンパクのCreマウス
と我々が開発した TRPM7-flox マウスとの交
配により、象牙芽細胞及びエナメル芽細胞に
特異的なTRPM7コンディショナル欠損マウス
を作製し、TRPM7 の歯の形成や石灰化過程に
おける機能解析に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
(1) まず、TRPM7 の発現部位を in situ 
hybridization および real time PCR を用い
てマウスの全身組織でスクリーニングを行
った。その結果、TRPM7mRNA は他の組織に比
べて歯において特段に高い発現を認めた。一
方で、TRPM7 と類似機能を持ち分子相同性の
高い TRPM6 の発現は非常に低かった。また、
マウスにおけるTRPM7タンパクの発現を免疫
組織学的な解析により検討を行った。胎生
16.5 日齢以降の歯胚の歯乳頭およびエナメ
ル器に発現を認め、さらに発生が進むと、
TRPM7 はエナメル芽細胞と象牙芽細胞に高い
発現を認めた。 
 
(2) 次に、
エナメル芽
細胞株 SF2
及び象牙芽
細胞株 mDP
細胞を用い
て in vitro
での TRPM7
の発現を検
討した。そ
の結果、両
細胞株とも
骨芽細胞株に比べて、組織での発現解析と同
様に、TRPM7 の高い発現が認められた。また、
これらの細胞に発現するTRPM7が陽イオンチ
ャネルとしての機能活性を有するかどうか
をパッチクランプ法にて検討を行った。その

結果、SF2 及び mDP 細胞は共に、骨芽細胞株
に比べて、優位に高い密度の TRPM7 様陽イオ
ン電流が検出された（図１参照）。従って、
TRPM7 は、エナメル芽細胞および象牙芽細胞
に特異的に発現し、陽イオン輸送を担うこと
が明らかとなった。SF2 細胞は石灰化誘導培
地にて長期間培養するとアリザリン染色陽
性の石灰化物を沈着させた。現在、shRNA を
用いたTRPM7タンパクのノックダウンによる
TRPM7 様イオン電流の抑制と石灰化機能との
関係を検討中である。 
 
(3) 歯に特異的に高発現する TRPM7 の in 
vivo での機能解析に取り組んだ。TRPM7 の全
身欠損マウスは胎生致死であるため、TRPM7
のキナーゼ機能を欠失したTRPM7キナーゼ変
異マウスを用いて、TRPM7 の in vivo 機能解
析を行った。この変異マウスは野生型と比較
して、体型や健康状態などに差は無かったが、
興味あることに切歯が白色化を呈した。その
ため歯のマイクロ CT 解析を行ったところ、
変異マウスではエナメル質層の不透過性が
優位に減少していた（図２参照）。また、走
査電子顕微鏡にて歯の組織解析を行った結
果、エナメル質の小柱構造の脆弱化が認めら
れた。従って、キナーゼ変異マウスでは、切
歯エナメル質の形成不全、及び石灰化不全が
観察され、TRPM7 がエナメル質の形成やその
石灰化に関与する可能性が考えられた。さら
なる TRPM7 の歯における in vivo 解析のため
に、現在、エナメル芽細胞特異的タンパクの
CreマウスとTRPM7-floxマウスとの交配によ
りエナメル芽細胞特異的なTRPM7コンディシ
ョナル欠損マウスの検討を行っている。 

 
(4) 以上のことから、TRPM7 は、エナメル芽
細胞および象牙芽細胞に特徴的に発現する
チャネル蛋白であり、エナメル質形成の石灰
化過程等で重要な役割を持つことが明らか
となってきた。現在、shRNA を用いた TRPM7
タンパクのノックダウンによるTRPM7様イオ
ン電流と石灰化との関係、及びエナメル芽細
胞特異的なTRPM7コンディショナル欠損マウ
スの検討を行っており、これらの結果も含め
て、歯の石灰化機構における TRPM7 の役割を
さらに解明したいと考えている。  
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