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研究成果の概要（和文）：歯髄細胞の骨芽細胞分化／象牙芽細胞分化におけるMSX1の役割について解析した。MSX1のノ
ックダウンにより、歯髄細胞の石灰化が著しく抑制され、骨芽細胞分化関連遺伝子の発現も低下したことから、MSX1は
骨芽細胞分化／象牙芽細胞分化の促進因子として機能していることが示唆された。MSX1タンパクはマウス臼歯の歯根部
の象牙芽細胞および血管周囲の歯髄間葉系細胞に強く発現していた。また、MSX1標的候補遺伝子を同定するために、Ch
IP-SeqおよびDNAマイクロアレイ解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We examined that the role of MSX1 in regulating osteogenic/odontogenic 
differentiation of dental pulp stem cells (DPSCs). Knockdown of MSX1 suppressed the expression of 
osteoblast-related genes, alkaline phosphatase activity and calcification in DPSCs under osteogenic 
conditions, suggesting that MSX1 positively regulates osteogenic/odontogenic differentiation. MSX1 
proteins were intensely expressed in odontoblasts of the roots and pulpal mesenchymal cells surrounding 
the blood vessels in the maxillary molar of 3 week-old mice. In addition, we performed gene expression 
microarray and ChIP-seq analysis to identify candidate MSX1 target genes.

研究分野：口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
歯の修復・再生にとって歯髄は重要な組織で
ある。歯髄内の前駆細胞や幹細胞が象牙芽細
胞に分化し、反応象牙質や修復象牙質が形成
される。歯髄細胞の象牙芽細胞分化能の高さ
から、歯髄細胞特有の象牙芽細胞分化関連因
子（転写因子およびシグナル因子）の存在が
示唆されているが、まだ十分に解明されてい
ない。 
申請者は、歯髄細胞の特徴を明らかにするた
めに DNA マイクロアレイ解析を行い、歯髄細
胞および歯髄幹細胞に高発現する遺伝群を
同定した。その中には、歯牙形成の重要因子
として知られているホメオボックス型転写
因子 MSX1 が含まれており、他の組織（骨髄、
脂肪組織、関節滑膜）由来の幹細胞や線維芽
細胞と比べ、歯髄細胞および歯髄幹細胞では
5倍以上の発現を示した。MSX1 は歯胚等の器
官形成過程において上皮—間葉相互作用の誘
導や骨•軟骨分化に関与することが知られて
いるが、歯髄における役割については不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
ホメオボックス遺伝子 MSX1 は、歯牙等の器
官形成過程における上皮—間葉相互作用に関
与する転写因子である。これまでの研究によ
り、MSX1 および MSX2 は先天性形態異常疾患
に関わる原因遺伝子であることが明らかに
されてきた。ヒトにおいて MSX1 の変異は、
症候群性の歯牙欠損や常染色体優性の非症
候群性先天性多数歯欠損症を引き起こし、
MSX1 ノックアウトマウスでは口唇口蓋裂や
歯牙欠損が認められる。一方、MSX2 ノックア
ウトマウスでは骨•軟骨および歯エナメルの
形成障害が観察される。また、MSX1,2 ダブル
ノックアウトマウスは胎生致死で、きわめて
多くの器官において発生異常がみられるこ
とから、MSX1 と MSX2 はお互いの機能を代償
し得ると考えられている。このように、多く
の遺伝学的・形態学的研究により、歯牙形成
を含む多くの器官形成におけるMSX遺伝子の
重要性が示唆されているが、その分子メカニ
ズムについては不明な点が多い。また、これ
までに同定されたMSX1およびMSX2の標的遺
伝子の数は少なく、転写因子としての作用メ
カニズムについても十分に解明されていな
い。 
申請者らの研究により、MSX1 は歯髄細胞およ
び歯髄幹細胞に高発現していることが明ら
かになったが、その作用機序は不明である。
本研究では、歯髄細胞における MSX1 標的遺
伝子を網羅的に解析し、歯髄細胞の象牙芽細
胞分化における MSX1 の役割を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ChIP-Seq 解析による MSX1標的遺伝子の探
索 
ゲノム上のMSX1結合位置を特定するために、

歯髄幹細胞の DNA 断片を MSX1 抗体で免疫沈
降させ、回収した DNA 断片の配列情報を次世
代シークエンサーで網羅的に解析した。 
 
(2)DNA マイクロアレイ解析による MSX1 標的
遺伝子の探索 
MSX1 により発現が制御される遺伝子を調べ
るために、コントロール群と MSX1 ノックダ
ウン群の歯髄幹細胞から RNA を回収し、DNA
マイクロアレイ解析により発現量に差のあ
る遺伝子群を抽出した。さらに、(1)の
ChIP-Seq 解析と(2)の DNA マイクロアレイ解
析の結果を統合して、標的遺伝子を選定した。 
 
(3)骨芽細胞分化／象牙芽細胞分化過程にお
ける MSX1 の発現解析 
歯髄幹細胞を骨芽細胞分化／象牙芽細胞に
分化誘導し、分化誘導後の各ポイントにおけ
る MSX1 の mRNA の発現量をリアルタイム 
RT-PCR で解析した。また、象牙芽細胞マーカ
ー遺伝子（RUNX2、 BMP2、オステリックス、
アルカリンフォスファターゼ、オステオカル
シン）の発現と比較した。 
 
(4)歯髄幹細胞の石灰化に対するMSX1ノック
ダウンの影響 
RNAi 法により MSX1 の発現を阻害した歯髄幹
細胞（MSX1 ノックダウン歯髄幹細胞）を作製
した。これらの細胞およびコントロール歯髄
幹細胞を骨芽細胞／象牙芽細胞に分化誘導
し、石灰化の程度をアリザリンレッド染色に
より解析した。 
 
(5)歯髄幹細胞の骨分化マーカー遺伝子発現
に対する MSX1 ノックダウンの影響 
MSX1 ノックダウン歯髄幹細胞およびコント
ロール歯髄幹細胞を骨芽細胞／象牙芽細胞
に分化誘導し、細胞から RNA を回収後、骨芽
細胞／象牙芽細胞マーカーである RUNX2、 
BMP2、オステリックス、アルカリンフォスフ
ァターゼ、オステオカルシンの mRNA の発現
量をリアルタイム RT-PCR で測定した。 
 
(6)歯髄幹細胞のアルカリンフォスファター
ゼ活性に対する MSX1 ノックダウンの影響 
MSX1 ノックダウン歯髄幹細胞およびコント
ロール歯髄幹細胞を骨芽細胞／象牙芽細胞
に分化誘導し、細胞を 1% NP-40 で抽出後、
アルカリンフォスファターゼ活性を測定し
た。 
 
(7) MSX1 免疫染色 
3 週齢のマウスから臼歯を含む上顎を回収し、
そのパラフィン切片を作製した。一次抗体は
抗マウス MSX1 ウサギポリクローナル抗体を
使用した。二次抗体は抗ウサギ IgG ヤギポリ
クローナル抗体—HRP ポリマー試薬を使用し、
最終的にパーオキシダーゼの酵素反応によ
って MSX1 タンパク発現部位を染色した。 
 



４．研究成果 
(1)ChIP-Seq解析によるMSX1標的遺伝子の探
索 
ChIP-Seq の配列情報から MSX1 が結合するゲ
ノム上の位置を数多く特定した。その中でも
p値が10-5以下の7249箇所についてゲノム領
域との関係性について解析した結果、これら
のMSX1結合部位の26%は遺伝子上流領域であ
る 5’UTR とプロモーター領域に分布する一
方、遺伝子の下流領域である 3’UTR とその
下流領域には 2%しか存在していなかった。ゲ
ノムにおける遺伝子上流領域の占める割合
は 10%以下なので、MSX1 は遺伝子上流領域に
比較的多く結合し、転写の調節に寄与してい
ると予想された。 
 
(2)DNA マイクロアレイ解析による MSX1 標的
遺伝子の探索 
コントロール歯髄幹細胞と比べ MSX1 をノッ
クダウンした歯髄幹細胞において発現が 1.5
倍以上低下あるいは増加した遺伝子は、それ
ぞれ 545 個と 464 個であった。MSX1 は転写抑
制因子であるので、ノックダウンで発現が増
加した 464 個の遺伝子と ChIP-Seq のゲノム
結合部位の情報を統合して、109 個の遺伝子
を MSX1 標的候補遺伝子として選定した。そ
の中にはシグナル伝達や細胞分化に関わる
遺伝子が多数含まれていた。 
 
(3)骨芽細胞分化／象牙芽細胞分化過程にお
ける MSX1 の発現変動 
MSX1 の mRNA の発現は骨芽細胞分化／象牙芽
細胞分化誘導後４日目で約 5倍に増加し、そ
の後徐々に低下していった。この発現パター
ンは骨芽細胞／象牙芽細胞マーカー遺伝子
である RUNX2、 BMP2、アルカリンフォスファ
ターゼ、オステオカルシンの発現パターンと
類似していた。 
 
(4)MSX1 の骨芽細胞分化／象牙芽細胞分化に
対する影響 
MSX1 をノックダウンした歯髄幹細胞ではコ
ントロール歯髄幹細胞と比べ、石灰化が著し
く抑制された。骨芽細胞分化／象牙芽細胞分
化関連遺伝子である RUNX2、 BMP2、アルカリ
ンフォスファターゼ、オステオカルシンの
mRNA 発現は MSX1 ノックダウン細胞で有意に
低下した。また、MSX1 ノックダウンによるア
ルカリンフォスファターゼ活性の低下が確
認された。これらの結果は、MSX1 が歯髄幹細
胞において象牙芽細胞／骨芽細胞分化の促
進因子として機能していることを示唆して
いる。 
 
(5) 免疫染色によるマウス上顎臼歯組織に
おける MSX1 タンパク発現解析 
歯根部の分化途中の象牙芽細胞において、核
と細胞質（象牙芽細胞突起を含む）の両方に
MSX1 の強い発現が観察されたが、歯冠部の成
熟した象牙芽細胞では MSX1 はあまり発現し

ていなかった。また、血管周囲の歯髄間葉系
細胞においても、MSX1 は核に強く発現してい
た。これらの結果から、MSX1 は歯髄組織にお
いて初期もしくは中期の象牙芽細胞分化の
制御、および歯髄間葉系細胞の維持に関与し
ていると考えられる。 
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