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論文内容の要旨

【研究目的】

Cbfal/Runx2は、 runt ドメイン遺伝子ファミリーに属する転写因子である。そのノックアウトマウスでは、軟

骨による骨格形成は起こるが、膜性骨化も内軟骨性骨化も完全に抑制されており、 Cbfalは骨形成にとって必須の転

写因子である事が判明した。すなわち、 Cbfalは未分化間葉系細胞から骨芽細胞系列への分化を誘導し、骨芽細胞で

特異的に発現する骨基質を誘導する。また、歯の象牙芽細胞も未分化問葉系細胞から、前象牙芽細胞、形成期象牙芽

細胞へと分化し、細胞外基質を産生し、石灰化して象牙質を形成する事から、その分化と基質形成に Cbfalの関与が

考えられる o 実際、野生型マウスの歯の初期発生過程において、 Cbfalは歯乳頭の未分化問葉系細胞に発現しており、

Cbfalのノックアウトマウスでは、正常な歯匪の発生は見られず、完全な象牙芽細胞への分化も見られな L 、。また、

歯乳頭から分化した象牙芽細胞においても Cbfal遺伝子の発現が報告されているが、 Cbfalが象牙芽細胞の成熟や象

牙質形成にどのような作用を持つかは不明である。そこで、本研究では、 I 型コラーゲン・プロモーターを用いて、

象牙芽細胞の成熟過程で Cbfalを過剰発現させたトランスジェニック CTg) マウスを作製し、成熟過程にある象牙

芽細胞に対する Cbfalの作用を検討した。

【方法】

(1)野生型マウスの歯における Cbfal遺伝子の発現

Cbfal cDNA の3'UT 部分を用いて in situ ハイブリダイゼーションにて、歯における Cbfal遺伝子の発現部位を

確認した。

(2) トランスジェニックマウスの作製

I 型コラーゲン・プロモーター下に Cbfal cDNA を組み込んだ DNA 断片をマウス受精卵に注入し、 Cbfalを過剰

発現するトランスジェニック CTg) マウスを作製した。なお同一プロモーター下に βーガラクトシダーゼを発現する

マウスも同時に作製し、歯でのトランスジーンの発現部位を確認した。遺伝子型はマウスの尾よりゲノム DNA を抽

出し、サザンプロットで判定した。

(3)pQCT 分析および組織学的検索

生後 6 週の野生型および Tg マウスを 4%パラホルムアルデヒドで潅流固定し、 pQCT 分析にて歯の石灰化の程度

を野生型と Tg マウスとで比較した。
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生後 3 日、 3 週の野生型および Tg マウスを 4%パラホルムアルデヒドで潅流固定し、臼歯と切歯を顎骨ごと摘出

した。一晩の浸透固定後に脱灰し、通法にてパラフィン切片を作製し、 H.E.染色で Tg マウスの歯における形態的な

異常について検討した。さらに石灰化基質関連遺伝子の発現は in situ ハイブリダイゼーションにて、それら各蛋白

の分布については免疫染色を用いて、野生型と Tg マウスとで比較し、 Cbfal過剰発現が象牙芽細胞の分化ならびに

基質産生に及ぼす影響を検討した。

【結果】

(lHn situ ハイプリダイゼーションの結果、野生型マウスでは、広範囲の分化段階の象牙芽細胞に Cbfal遺伝子の発

現が認められた。

(2)歯でのトランスジーンの発現部位を βmガラクトシダーゼ発現で確認した結果、本研究に用いた I 型コラーゲン・

プロモーターは象牙芽細胞に特異的に発現することが確認された。

(3)Cbfal トランスジェニックマウスにおける歯の解析

i )石灰化レベルの解析:全ての Tg マウスの切歯は、生後 2 週頃から破折が認められた。また、 pQCT 分析の結果、

Tg マウスの歯は、野生型に比較して石灰化度の著しい低下が認められた。

並)組織学的検討: Tg マウスでは、野生型と比較して象牙質の形成が悪く、象牙前質と象牙質の識別はできず、象

牙細管の走行も乱れていた。また、象牙芽細胞はその極性を完全に消失し、その豊富な細胞質は見られず、象牙芽細

胞の特徴的な形態は失なわれていた。また、一部の象牙芽細胞は象牙質内に封入されていた。

出) in situ ハイブリダイゼーションおよび免疫組織染色による検討:野生型マウスでは、象牙芽細胞は I 型コラー

ゲン、オステオカルシン、 DMPl遺伝子を強く発現しているが、 Tg マウスではそれらの発現レベルが明らかに低下

していた。また、野生型マウスの象牙芽細胞にオステオポンチン遺伝子の発現は見られないが、 Tg マウスではその

遺伝子発現が認められた。さらに、免疫染色の結果、 Tg マウスの象牙質にはオステオカルシンや DMPlがほとんど

認められず、野生型マウスでは本来認められないオステオポンチンが象牙質全域に認められた。

【結論】

Cbfalを過剰発現させた象牙芽細胞では、その細胞極性が完全に失われ、豊富な細胞質が消失し、基質産性能の著

明な低下を見た。これは、これらの象牙芽細胞の形質が未熟な分化段階にあることを示している。したがって、

Cbfal過剰発現により、未熟な象牙芽細胞様の形質が誘導され、結果として破折を伴う菌の脆弱化がもたらされるこ

とが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

象牙芽細胞の成熟と基質産生における Cbfalの関与を、遺伝子工学的手法を応用し in vivo にて検討した。その結

果、象牙芽細胞の分化過程後半における Cbfalの過剰発現は、細胞質の減少と基質産生能の低下で示される未熟象牙

芽細胞様の形質を誘導し、結果として破折を伴う歯の脆弱化をもたらすことが明らかとなった。

以上の研究結果は象牙芽細胞の分化過程後半における Cbfalの関与について重要な知見を与えるものであり、博士

(歯学)の学位を授与するに値するものと認める。
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