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研究成果の概要（和文）：上顎の劣成長に伴う反対咬合を有するダウン症2名と同年齢の健常人2名の交換期乳歯から歯
髄組織を採取、歯髄細胞を培養した。通常の維持培地と骨分化培地を用いて10日間歯髄細胞を培養後、細胞回収、RNA
を抽出、定量PCRを行った。21番染色体上のUSP16,DYRK1Aの発現が健常人と比較してダウン症患者において約1.5倍上昇
、骨関連遺伝子のⅠ型コラーゲン（COL1A1、COL1A2）、Osteonectinの発現が有意に上昇した。これらの発現上昇は、
ダウン症の上顎劣成長のメカニズムを説明するには、逆の現象であり、ダウン症の上顎劣成長に対しては、舌の突出な
ど環境要因の働きが重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the signaling molecules regarding osteoblast growth and 
differentiation using dental pulp cells of Down syndrome patients with maxillary retrogression. The 
dental pulp cells were derived from primary tooth of two patients with Down syndrome and control 
individuals, respectively. The RNA samples were isolated from cultured cells. The mRNA expression levels 
of genes on chromosome21 and the developmental stages of osteoblast were quantified by real-time 
RT-PCR.As the results, in Down syndrome samples, expression levels of USP16 and DYRK1A on chromosome21 
were upregulated at 1.5 fold. In addition, Collagen typeI genes and Osteonectin were significantly 
upregulated in Down syndrome.
The upregulation of Collagen typeI genes and Osteonectin in Down syndrome was a reverse phenomenon to 
explain the defection of maxillary growth of Down syndrome. The environmental factors such protrusion of 
tongue might work as the important ones in the defect of maxillary growth in the syndrome.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： ダウン症　上顎骨劣成長　歯髄幹細胞　骨芽細胞分化　mRNA
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症は、1000 名に 1 名の割合で出生

し、日本では毎年 1200 名程度出生する頻度

の高い染色体異常である。様々な全身合併症

を背景として、摂食機能が未熟のまま成長す

ることも多く、乳幼児期からの積極的な摂食

機能育成の対象となっている。本症候群にお

ける不正咬合は顎顔面頭蓋の成長発育異常

と深く関わっており、早期からの治療と訓練

が摂食機能に良好な効果を及ぼすことが分

かっている(Sasaki et al., 2010)。当院受

診中のダウン症患児の摂食機能と歯列咬合

についての調査を行ったところ、ダウン症の

摂食機能促進のためには、機能に対する訓練

とともに、健全な歯列咬合の評価と育成も重

要であることが明らかになった。しかしなが

ら、ダウン症においては、顎顔面頭蓋の骨格

異常に関与する分子関与は不明である。 

 
２．研究の目的 
ダウン症候群は、体細胞の 21 番染色体が 1

本余分に存在し、合計 3本持つことにより発

症する。ダウン症は様々な症状を呈し、心疾

患、消化器系疾患、白血病等の血液疾患、て

んかんが知られている。歯科領域では上顎の

低形成に伴う反対咬合は知られているが、遺

伝子発現レベルでダウン症患者の骨分化異

常については、解明されていない。       

21 番染色体が健常人の 1.5 倍になるため、

過剰な遺伝子発現が起こる。21 番染色体の

DYRK1A(dual-specificity 

tyrosine-(Y)-phosphorylation-regulated 

kinase 1A) は脳の発達に不可欠なセリン/ス

レオニンキナーゼで、この酵素の過剰活性化

がダウン症病因となり、酵素阻害剤が治療に

応用できる (Ogawa Y et al. Nat 

commun.:86:2010)。ダウン症候群のマウスモ

デルでは、21番染色体上の Usp16 (ubiquitin 

specific peptidase 16)が造血幹細胞の増殖

に重要な遺伝子であることがわかり、Usp16

の発現を下げる薬剤が病態軽減につながる

（Adorno M et al. Nature 501:2013）。また、

21 番染色体の DYRK1Aと DSCR1(regulator of 

calcineurin 1)の過剰発現が NFATC1(nuclear 

factor of activated T-cells, cytoplasmic, 

alcineurin-dependent 1)という転写因子の

働きを抑制し(Arron J. R. et al. Nature 

441: 2006)、神経細胞の減少、脳の発生異常

をきたす(Kurabayashi N et al. Genes Dev. 

27:2013)。 

今回我々は、骨系統の細胞に分化可能な歯

髄細胞を用いて、ダウン症患者の骨芽細胞分

化の関連遺伝子の解析を行った。 

ダウン症（21 番染色体トリソミー）2名お

よび同年齢の健常人 2 名の脱落歯(交換期乳

歯)から歯髄組織を採取し、歯髄細胞培養を

行った。通常の維持培地と骨分化培地を用い

て 10 日間歯髄細胞を培養後、細胞回収、RNA

を抽出、定量 PCR を行った。21 番染色体上の

USP16,DYRK1A の発現が健常人と比較してダ

ウン症患者において約 1.5 倍上昇、骨関連遺

伝子のⅠ型コラーゲン（COL1A1、COL1A2）、

Osteonectin の発現については有意な上昇が

認められた。 

 
３．研究の方法 
（1）歯髄組織処理 

インフォームドコンセントを行って得られ

た 歯 髄 組 織 は 抗 生 剤 / 抗 真 菌 剤 (1% 

Penicillin-Streptomycin-Fungizone) 入 り

の Phosphate Buffered Saline  Ca2+ and 

Mg2+Free (PBS(－))を用いてよく洗浄後、組

織片をフラスコに接着させ、血清入り培地で

37℃、5%CO2、20%O2 の条件下で培養を開始し

た。 

 



（2）培養と継代 

維持培地 D-MEM(low glucose) +10%FBS+ 

1%Penicillin-Streptomycin-Fungizone を用

いた。3～4日に 1回、全培地を交換した。1

つのフラスコに出現した細胞を継代し、セミ

コンフルエント(70～80%)になるまで培養し

た。継代方法は、PBS(－)で洗浄後、0.25 % 

Trypsin-1mmol/L EDTA・4Na 最少量添加(1 フ

ラスコ(25cm2)あたり 0.3mL)した。室温、1〜

2 分で細胞が剥離した。血清入り培地で

Trypsin 活性を止め、細胞を回収し、15mL 遠

心管に移し、1000rpm で 2分間遠心した。上

清を吸引除去後、細胞沈渣をタッピングまた

はピペッティングでほぐし、細胞数を計測し

た。継代時の Split Ratio は 1:3～4で行っ

た。 

 

（3）骨芽細胞分化誘導 

ダウン症（21 番染色体トリソミー）2名およ

び同年齢の健常人 2 名の歯髄細胞を用いた。

D-MEM(low glucose)+10%FBS に 

①1%Ascorbic acid(Takara MK430) 

②1%Ascorbic acid(Takara MK430) 

＋2%βGlycerphosphate(Takara MK430) 

を添加した。6 well plate の 1 well(9.2cm2)

に 1×105の歯髄細胞(passage-5)播種、2日間 

D-MEM(low glucose)+10%FBS で培養後、①と

②に培地を交換する。3日後に培地を交換し、

合計 10 間培養した。 

 

（4）RNA 抽出、cDNA 合成、定量的 PCR 

①と②の培地条件で培養した細胞から、

NucleoSpin RNA II(Takara)で RNA を抽出、

PrimeScript  RT reagent Kit(Takara)を用

いて cDNA を合成した。定量的 PCR 

により 21 番染色体上の USP16,DYRK1A の
mRNA 発現、骨関連遺伝子(ALP, COL1A1, 
COL1A2, BMP2, RUNX2, RUNX1, RANKL, M-CSF 
Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin, 

Osteoprotegerin）を調べた。標準遺伝子に
TBP を用いた。ΔΔCt 法により、発現差を解
析した。 
 
４．研究成果 

（1）研究結果 

ダウン症（21 番染色体トリソミー）2名と同

年齢の健常人 2 名について 21 番染色体上の

USP16 と DYRK1A の mRNA 発現を図 1 に示す。

骨 関 連 遺 伝 子 の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン の

COL1A1,COL1A2とOsteonectinのmRNA発現を

図 2に示す。 

 

図 1. USP16と DYRK1Aの mRNA 発現  

 

 

図 2. COL1A1,COL1A2 と Osteonectin の mRNA

発現 

 

（2）考察  

 ダウン症患者（21 番染色体トリソミー）2

名および同年齢の健常人2名の乳歯由来の歯

髄 細 胞 を 用 い た 。 骨 芽 分 化 因 子 β

-Glycerphosphate 添加あり、なしの両方の培



養条件で解析した結果、ダウン症患者におい

て、21 番染色体上の USP16と DYRK1Aの mRNA

の発現が約 1.5 倍上昇、骨関連遺伝子のⅠ型

コラーゲン（COL1A1、COL1A2）、Osteonectin

の発現については有意な上昇が認められた。 

NFATC1はダウン症で発現が低く、ALP、M-CSF

については発現が高い傾向にあるが、解析し

た検体数が少ないため、検体数を増やして有

意な差があるか確認する必要がある。RUNX2、

BMP2については差が認められなかった。 

ダウン症患者において発現が高かった

Osteonectin は象牙芽細胞の分化初期におけ

る形態変化や増殖、象牙質の基質形成、石灰

化に関与し、骨の石灰化の際、アパタイト形

成の iniciator として働き、アパタイトとコ

ラーゲンを結合させる役割を持つ（Termin 

J.D. et al. Cell:26:1981）。 

 ダウン症患者で発現上昇を認めたⅠ型コ

ラーゲンは、前骨芽細胞、骨芽細胞、骨細胞

に存在する。Ⅰ型コラーゲンの COL1A1、

COL1A2はmiR-29bによって制御されることが

知られており、両遺伝子の 3’UTR に miR-29b

が結合することで COL1A1、COL1A2 発現を負

に制御する(Cheng J. et al. Am J Med 

Sci:324:2013)。 

ダウン症における COL1A1、COL1A2 発現上

昇は miR-29b の減少の可能性も考えられる。 

miR-29 は免疫系疾患にも関連することが知

られている (Liston A. et al.Cell. Mol. 

Life Sci:13:2012)。 

今後、検体数を増やし microRNA を含む RNA

の発現解析を行い、発現変動遺伝子の算出、

機能解析、さらにパスウェイ解析から原因遺

伝子を探索する。  

 

（3） 結論  

歯髄細胞を用いた骨系統疾患の解析はダウ

ン症患者の病態解明の有効性が示された。

mRNA の発現上昇は、ダウン症の上顎劣成長の

メカニズムを説明するには、逆の現象であり、

ダウン症の上顎劣成長に対しては、舌の突出

など環境要因の働きが重要であると考えら

れた。 
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