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Ⅰ. 緒言 

 

骨や歯の生体硬組織は、リン酸カルシウムを主とする無機質と、細胞外基質蛋白質からなる有

機質の複合体である。その基質蛋白質の約 90％はⅠ型コラーゲンであり、硬組織の構造体となる

とともに、石灰化沈着の足場として重要な役割を有する 1）, 2）。しかし、同じⅠ型コラーゲンでも軟組

織に存在するものは石灰化しないため、骨や歯の石灰化には硬組織に特異的に存在する非コラ

ーゲン性蛋白質が重要な役割を担っていると考えられる 3）。その中でも、small integrin-binding 

ligand N-Linked glycoproteins (SIBLINGs) family に属する酸性リン蛋白質の osteopontin (OPN)、

bone sialoprotein (BSP)、dentin matrix protein 1 (DMP1)、dentin sialophosphoprotein (DSPP) は、

硬組織の石灰化部に豊富に含まれていることから、石灰化に密接に関与すると考えられている 4）。

その機序としては、これらの酸性リン蛋白質は、翻訳後修飾過程で高度にリン酸化されることにより、

負に荷電して Ca2+との強い結合能を獲得し、ハイドロキシアパタイト形成の核となって石灰化に寄

与すると考えられている 5）, 6）。蛋白質のリン酸化は無機リン酸の転移反応であり、骨や象牙質から

抽出した OPN、BSP、DMP1、DSPP の 1 モル当たりの含有無機リン酸量は、OPN が 13 Pi/mol 7）、

BSP が 5.85 Pi/mol 8）、DMP1 が 53 Pi/mol 9）、DSPP の C 端断片である dentin phosphoprotein 

(DPP)が 209 Pi/mol 10) であることから、これらの蛋白質は骨や象牙質基質内で高度にリン酸化され

ている事が分かる。 

近年、分泌蛋白質をリン酸化するゴルジ体キナーゼである family with sequence similarity 20, 

member C (FAM20C)が発見され、モチーフ配列 S-x-E/pS を有する SIBLINGs は FAM20C の基

質となり、S-x-E/pS の S 残基 がリン酸化される事が報告された 11), 12)。FAM20C は、全身の臓器に

発現が認められ、SIBLINGs 以外にも 100 種類以上の分泌蛋白質をリン酸化し、様々な生物学的

プロセスに関与すると考えられているが 13), 14)、特に骨では骨芽細胞/骨細胞と歯ではエナメル芽
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細胞/象牙芽細胞に高い発現が認められる 14)-16)。ヒトの FAM20C 機能不全疾患である Raine 症候

群では、全身骨格の形成異常、低リン血症性くる病、大脳の石灰化等が認められ、その大部分は、

肺の低形成による呼吸不全で生後間もなく死に至る 17)。一方で非致死性症例も報告されており、

成人例では永久歯の象牙質やエナメル質にも形成不全が観察される 18)。FAM20C 機能解析実験

によると、全身性の Fam20C 欠失マウスでは、低リン血症性くる病とエナメル質/象牙質の形成不全

が認められ 19), 20)、骨芽細胞/象牙芽細胞特異的な Fam20C 欠失マウスでは、低リン血症性くる病

と象牙質の形成不全が認められる 21), 22)。また、神経外胚葉組織特異的 Fam20C 欠失マウスでは、

軽症の低リン血症と顎骨/象牙質の形成不全が生じ 23）、上皮特異的 Fam20C 欠失マウスでは、低

リン血症は発症しないがエナメル質形成不全が生じる 24)。このように FAM20C によるリン酸化は硬

組織形成に重要であり、それには全身性の低リン血症が硬組織形成不全に大きく影響していると

考えられる。しかし、軽症の低リン血症または無発症状態にある神経外胚葉組織特異的または上

皮特異的 Fam20C 欠失マウスでも硬組織形成不全が起こるため 23）、24)、硬組織形成部において

FAM20C が重要な役割を担っている事が想定される。そこで、我々は、血中リン濃度が正常値を示

す骨芽細胞/象牙芽細胞特異的 Fam20C 過剰発現マウス (Fam20C-Tg)を用いて、骨形成の局所

における FAM20C の役割を検討し、FAM20C は骨基質を含めた分泌蛋白質のリン酸化を亢進し、

骨形成を促進すると共に破骨細胞性骨吸収を促進することを以前に報告した 25)。 

DSPP は、象牙質特異的な基質蛋白質であり、象牙質の非コラーゲン性基質蛋白質の中で最も

含有量が多い 26)。また、象牙質には、DSPP が翻訳後修飾過程で切断された N 端断片の dentin 

sialoprotein (DSP)と、生体内で最も高度にリン酸化された C 端断片の DPP が豊富に含まれること

から 26)、FAM20C によるリン酸化は象牙質形成において重要な生理的意義があると考えられる。し

かし、DPP は、構成アミノ酸の約 40％を S （セリン）が占めるにも関わらず、アミノ酸配列内に

FAM20C が認識する S-x-E/pS モチーフ配列が殆ど認められない。また、Fam20C 欠失または
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Fam20C ノックダウン歯髄幹細胞を用いた in vitro 実験から、FAM20C による象牙芽細胞への分化

促進が示唆されているが 27), 28)、in vivo での象牙芽細胞分化における FAM20C の役割は明らかで

はない。そこで、本研究では、Fam20C-Tg を用いて、生体内の象牙質形成部位における FAM20C

によるリン酸化の役割を検討した。 

  



4 
 

Ⅱ. 材料と方法 

 

1. Fam20C-Tg の DNA コンストラクトと系統維持 

DNA コンストラクトは、Ⅰ型コラーゲンプロモーター （2.3 kbp）の下流にマウス Fam20C cDNA 

(Gene ID：80752)を挿入して作製した。この DNA コンストラクトを用いた Fam20C-Tg では、骨芽細

胞と象牙芽細胞特異的に Fam20C を過剰発現する 25）。Fam20C-Tg は、野生型 C57BL/6 マウス 

（WT）とのヘテロ交配により維持し、切歯および臼歯を以後の解析に用いた。 

なお、本実験は、大阪大学遺伝子組み換え実験安全委員会および大阪大学大学院歯学研究

科動物実験委員会の承認下で実施した (承認番号：動歯 29-021、遺伝子組換え実験承認番号：

4313)。 

 

2. 組織学的解析 

① 組織標本の作製 

ペントバルビタールナトリウム (200 mg/kg 体重)を腹腔内投与し安楽死させた直後のマウスに対

し、左心室から 1000 単位/ml ヘパリン (持田製薬株式会社、東京、日本)を加えた生理食塩水を灌

流し、リン酸緩衝 4％パラホルムアルデヒド溶液（PFA）にて灌流固定を行った後、歯牙を上顎骨ご

と採取し、同固定液にて４℃で一晩浸漬固定した。10％エチレンジアミン 4 酢酸 2 ナトリウム 

（EDTA/2Na、同仁科学研究所、熊本、日本)溶液にて、4℃で 2 週間脱灰処理を行った。脱灰終

了後、洗浄し、通法に従いパラフィン包埋ブロックを作製した。続いて、パラフィン包埋ブロックより、

3 µm 厚に薄切した組織切片を作製し、ヘマトキシリンエオジン (HE)染色と鍍銀染色、免疫組織化

学的染色に用いた。 
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② 鍍銀染色 

組織切片を用いて鍍銀染色を行った。通法に従い脱パラフィンを行った後、0.5％プロテイン銀

水溶液 (富士フィルム和光純薬株式会社、大阪、日本)を滴下し、37℃で一晩反応させた。ヒドロ

キノン・無水硫酸ナトリウム液 (富士フィルム和光純薬株式会社)を室温で 10 分間、1%塩化金水溶

液 (富士フィルム和光純薬株式会社)を室温で 1 時間、2％シュウ酸水溶液 (富士フィルム和光純

薬株式会社)を室温で 5 分間反応させ、5％チオ硫酸ナトリウム水溶液 (富士フィルム和光純薬株

式会社)にて定着させた。水洗後、透徹、封入した 25）, 29)。 

 

③ 免疫組織化学的染色 

組織切片を用いて免疫組織化学的染色を行った。一次抗体には、ウサギ抗ヒト FAM20C ポリク

ローナル抗体 （200 倍希釈、Abcam、Cambridge、U.K.）、マウス抗リン酸化セリン IgG1 抗体 (4A4)

（1,000 倍希釈、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、U.S.A.)、ウサギ抗マウス OPN ポリクローナル抗体

（1,000 倍希釈、株式会社免疫生物研究所、群馬、日本）、ウサギ抗ラット DMP1 ポリクローナル抗

体 （1,000 倍希釈）16)、マウス抗ラット DSP IgG2bκ 抗体 (2C12.3)（1,000 倍希釈、Sigma-Aldrich）、

ウサギ抗ヒト DPP ポリクローナル抗体 （20,000 希釈、Kerafast、Boston、MA、U.S.A.）、マウス抗ヒト

RUNX2 IgG2b 抗体 (8G5)（1,000 倍希釈、株式会社医学生物学研究所、東京、日本）、マウス抗マ

ウス BMP2 IgG2b 抗体 (2H6D12)（10,000 倍希釈、Elabscience、Houston、TX、U.S.A）を用いた。

二次抗体には、ビオチン標識ブタ抗ウサギ IgGs 抗体 （300 倍希釈、DakoCytomation、Glostrup、

Denmark）、ビオチン標識ウサギ抗マウス IgGs 抗体 （300 倍希釈、DakoCytomation）を用いた。通

法に従い脱パラフィン・親水処理を行った組織切片を、0.02％過酸化水素添加メタノール (関東化

学株式会社、東京、日本)中に室温で 10 分間浸漬し、内因性ペルオキシダーゼの不活性化を行

った。界面活性剤 Tween20 (Sigma-Aldrich)を用いた抗原賦活処理の後、非特異的免疫反応を阻
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止するために、1%ウシ血清アルブミン (BSA、Sigma-Aldrich)と 0.1％Tween20 (Sigma-Aldrich)を含

む TBS (TBS-BSA)を滴下し、室温で 30 分間ブロッキング処理を行った。次いで、TBS-BSA で希

釈した一次抗体を滴下して 4℃で一晩反応させ、TBS で洗浄後、同じく TBS-BSA で希釈した二次

抗体を滴下して室温で 1 時間反応させた。TBS で洗浄後、LSAB (labeled streptavidin biotin)法に

てペルオキシダーゼを標識し、3,3’-ジアミノベンジジン （DAB、DakoCytomation）にて免疫反応部

位を検出した。水洗後ヘマトキシリンにて対比核染色を行い、脱水、透徹し、封入した。 

蛍光抗体法による二重染色は、上記のリン酸化セリンおよび DPP に対する一次抗体を 2 種類混

合して滴下した。二次抗体には、Alexa Fluor 488 (緑色)標識ヤギ抗マウス IgG1 (200 倍希釈、Life 

technologies、Carlsbad、CA、U.S.A.)と Alexa Fluor 594 (赤色)標識ヤギ抗ウサギ IgG1 (200 倍希

釈、Life technologies)を用いた。通法に従い脱パラフィン・親水処理を行った切片に対し、前述の

ごとく抗原賦活化処理を行った。TBS で洗浄後、非特異的免疫反応を阻止するために、TBS-BSA

を滴下し、室温で 30 分間ブロッキング処理を行った。次いで TBS-BSA で希釈した 1 次抗体を滴

下し、4℃で一晩反応させた。TBS で洗浄後、同じく TBS-BSA で希釈した二次抗体を滴下し、4℃

で 2 時間反応させた。4’,6’-ジアミノ-2-フェニルインドール  (DAPI) (1000 倍希釈、Life 

technologies)を室温で 3 分間反応させて対比核染色を行った。切片は、褪色防止用封入材

ProLong® (Life technologies)で封入した。 

 

④ 象牙質石灰化速度の計測 

4 週齢マウスにアリザリン (東京化成工業株式会社、東京、日本)を背部皮下注射し、その 72 時

間後にテトラサイクリン塩酸塩 (Sigma-Aldrich)を背部皮下注射した。さらにその 48 時間後に安楽

死させたマウスから、歯牙を上顎骨ごと採取し、70％アルコールにて 4℃で一晩浸漬固定を行った。

20µm 厚の非脱灰凍結切片を作製し、上顎第一臼歯歯根の象牙質石灰化速度を測定した。すな
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わち、蛍光顕微鏡を用いて、WT と Fｍ20C-Tｇの歯根象牙質において、赤色蛍光を発するアリザリ

ン沈着線と、緑黄色蛍光を発するテトラサイクリン沈着線を写真撮影し、両間隔をイメージ J 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, U.S.A.)を用いて計測し、その間隔の 1 日当たりを歯

根象牙質の石灰化速度とした。 

 

⑤ 観察、撮影 

観察および画像撮影には、EclipseE600 顕微鏡 (Nikon、東京、日本)、蛍光顕微鏡 Axio Vert. 

A1 FL (Carl Zeiss、Oberkochen、Germany)を用いた。 

 

3. 網羅的リン酸化解析 

① 蛋白質抽出とリン酸化ペプチドの濃縮 

前述のごとく安楽死させた 4 週齢マウスの上顎第一臼歯を抜去し、歯周組織を除去した後、液

体窒素中で凍結粉砕した。抽出液 (4 M グアニジン塩酸塩)/ 0.5 M EDTA (同仁科学研究所)、

pH7.4)に入れ、4℃で 72 時間脱灰抽出を行った。抽出溶液を限外濾過法により濃縮した後、超純

水を体積が 200 µl になるよう加えた。続けて 4 倍容のアセトン (富士フィルム和光純薬株式会社)を

加え、-30℃で 16 時間静置した。遠心分離してから上清を除き、沈殿を変性溶液 (8 M 尿素、2 M 

チオ尿素、100 mM 重炭酸アンモニウム)に再溶解した。溶液の蛋白質濃度を Bradford 法にて測

定した後、蛋白質量にして 50 µg 相当を分取し、トリプシンによる加水分解に供した。ジチオトレイト

ールを加え、37℃で 30 分間静置し、ヨードアセトアミドにより還元アルキル化処理を行った。続け

て、20 mM HEPES-NaOH (pH8.0)を加え、溶液の尿素濃度を 2 M まで下げた後、トリプシン 2.5 µg

を加え、37℃で 16 時間静置し、加水分解反応を行った。反応後のペプチド溶液は、脱塩処理を施

し、減圧下で乾燥した。Titansphere Phos-TiO Kit (ジーエル サイエンス株式会社、東京、日本)の
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取扱説明書に準じ、ペプチド試料からリン酸化ペプチドを濃縮した。マイクロチップに充填した TiO

₂樹脂にリン酸化ペプチドを吸着させた後、強アルカリで溶出した。溶出したペプチド溶液は脱塩処

理後、減圧下で乾燥した。 

 

② Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)解析 

得られたリン酸化ペプチド試料を、水、アセトニトリルおよびトリフルオロ酢酸からなる溶媒に溶解

した。蛋白質量にして 20 µg 相当を、LC-MS/MS に供した。仕様は以下の通り。LC：Ultimate 3000 

RSLCnano (Thermo Fisher SCIENTIFIC、Waltham、MA、U.S.A.)。MS/MS：Q Exactive Orbitrap 質

量分析計 (Thermo Fisher SCIENTIFIC)。 

 

③ データのピーク整列と配列データベース検索 

LC-MS/MS の測定データは、Proteome Discover ver. 2.2 (Thermo Fisher SCIENTIFIC)用いて

ピーク整列化および配列データベース検索を行った。配列データベースは、UniProt2020_6 版に

登録されている、マウス由来の Swiss-Prot 蛋白質エントリー (計 17,051 件)と The Global Proteome 

Machine Organization から取得した、ヒト以外の蛋白質汚染物のアミノ酸配列（計 48 件）を組み合

わせて構築した。 

 

④ リン酸化ペプチド情報の出力と比較 

データベース検索の結果得られた、計 1,685 件のペプチド同定・計量情報のうち、1,545 件

(91.7％)がリン酸化ペプチド情報であった。得られた 1,545 件のリン酸化ペプチドについて、WT と

Fam20C-Tg の 2 試料間での比較を行った。各リン酸化ペプチドについて、（Fam20C-Tg 由来の

ぺプチド量/WT 由来のペプチド量）の対数比と検出強度から散布図を作成した。ただし、WT と
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Fam20C-Tg のどちらか一方で未検出のペプチドは散布図には記載していない。また OPN、DMP1、

DSPP のリン酸化状態について、各蛋白質で検出されたリン酸化部位それぞれのリン酸化率 （リン

酸化されたアミノ酸残基数/そのアミノ酸残基の総数)を算出し、WT と Fam20C-Tg で比較した。 

 

4. Gene ontology (GO)解析 

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8 を用いて、

GO 解析を行った。Biological process、Molecular function、Cellular component について、P 値の

低いものから順に図 2B にまとめた。 

 

5. Micro computed tomography (µCT)解析 

前述のごとく安楽死させた 2、4、12、24 週齢マウスから、上顎骨および下顎骨を採取し、70％ア

ルコールにて 4℃で一晩浸漬固定した。その後、µCT 撮影装置 (R_mCT2、Rigaku、東京、日本、ま

たは SKYSCAN1272、BRUKER Japan、神奈川、日本)を用いて、観察および各種形態解析を行っ

た。 

 

6. ウェスタンブロッティング法 

前述のごとく安楽死させた 4 週齢マウスの上顎第一臼歯を抜去し、歯周組織を除去した後、液

体窒素中で凍結粉砕した。凍結粉砕後、抽出液 (8 M 尿素/EDTA)に入れ、4℃で 72 時間蛋白質

を抽出した。抽出した蛋白質は、各濃度の BSA 溶液をスタンダードとして、ドットブロット法にて濃

度を測定した。その後、12.5％ポリアクリルアミドゲル (富士フィルム和光純薬株式会社)にて電気泳

動し、PVDF 膜 (グローバルライフサイエンステクノロジーズジャパン株式会社、東京、日本)に転写

した。泳動後のゲルは、Coomassie Brilliant Blue (CBB、BIO-RAD、Hercules、CA、U.S.A.)にて染
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色し、WT と Fam20C-Tg の抽出液中の総蛋白質量が同程度であることを確認した。一次抗体には、

マウス抗ヒト DPP IgG2b 抗体(A-10)(1,000 倍希釈、Santa Cruz Biotechnology、Dallas、TX、U.S.A.)

を用いた。二次抗体にはペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgGs 抗体 (DakoCytomation)を用い

た。PVDF 膜は、5％スキムミルク添加 TBS-T にて、室温で 1 時間ブロッキングを行った。抗体の希

釈には、0.5％スキムミルク添加 TBS-T を用い、一次抗体は 4℃で一晩、二次抗体は室温で 1 時

間反応させた。各ステップ終了後は TBS-T にて十分に洗浄した。検出には、ImmunoStar® LD (富

士フィルム和光純薬株式会社)を用いた。 

 

7. 遺伝子発現解析 

前述のごとく安楽死させた 4 週齢マウスの上顎第一臼歯を抜去し、歯周組織を除去した後、液

体窒素中で凍結粉砕した。凍結粉砕した後、TORIzol Reagent (Thermo Fisher SCIENTIFIC)、

RNeasy Mini Kit (Qiagen、Hilden、Germany)を用いて、total RNA を抽出した。ReverTra Ace® 

qPCR Master Mix (TOYOBO、大阪、日本)を用いて、得られた RNA から cDNA を合成した。得ら

れた cDNA を用いて、Real-Time PCR 法 (StepOne Real-Time PCR Systems、Thermo Fisher 

SCIENTIFIC)により、Fam20c、runt-related transcriptional factor 2 (Runx2)、osterix (Osx)、type 1 

collagen (Col1)、alkaline phosphatase (Alp)、Opn、Dmp1、Dspp、Nestin、bone morphologic protein 

2 (Bmp2) 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し た 。 各 遺 伝 子 発 現 量 は 、 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル の

glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)で標準化した。測定に用いたプライマーは表

1 に示した。 

 

8. 抜歯実験 

3 週齢マウスに対し、三種混合麻酔 (塩酸メデトミジン：0.3 ㎎/kg、ミダゾラム：4 ㎎/kg、酒石酸ブ
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トルファノール：5 ㎎/kg)を腹腔内投与した後、手術台に固定し、下顎第一臼歯および第二臼歯を

抜歯した。8 週齢 （抜歯後 5 週間後）で、前述のごとく、マウスを安楽死させた直後に、灌流固定を

行い、顎骨を採取した。採取した検体を µCT にて撮影した後、前述のごとく HE 染色標本を作製

し、観察した。 

 

9. 歯胚の腎被膜下移植実験 

生後 6 日齢マウスより摘出した歯根形成直前の上顎第一臼歯歯胚を、三種混合麻酔下の SCID

マウス (C.B-17/Icr-scid/scidJcl、日本クレア株式会社、東京、日本)の腎被膜下に移植した。移植

30 日後に安楽死させた SCID マウスに、前述のごとく灌流固定を行った後、腎臓ごと歯胚を摘出し、

同固定液にて一晩浸漬固定を行った。前述のごとく、3 µm 厚の組織切片を作製し、HE 染色と鍍

銀染色、免疫組織化学的染色を行った。 

 

10. 統計処理 

Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, U.S.A.)を用いてスチューデントの t 検定を行い、有

意水準は P<0.05 とした。 
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Ⅲ. 結果 

 

1. Fam20C-Tg の歯における Fam20C の発現について 

Ⅰ型コラーゲンプロモータを用いた Fam20C-Tg 25) (図 1A) の上顎第一臼歯を主に解析に用い

た。4 週齢の上顎第一臼歯における Fam20C mRNA 発現は、野生型マウス (WT)と比較して、

Fam20C-Tg では、約 30 倍の発現上昇が認められた (図 1B)。1 週齢の上顎第一臼歯における

FAM20C 発現は、WT と比較して、Fam20C-Tg では、歯冠象牙芽細胞で増強していた (図 1C、D、

黒実線枠：拡大、矢頭：象牙芽細胞)。4 週齢の上顎第一臼歯では、WT と比較して、Fam20C-Tg

の歯冠および歯根象牙芽細胞に FAM20C 発現の増強を認めた (図 1E、F 黒実線枠および黒点

線枠：拡大、矢頭：象牙芽細胞)。また、歯冠象牙芽細胞における FAM20C 発現は、1 週齢と比較

して 4 週齢では、WT と Fam20C-Tg の両者で減弱していた (図 1C-F 黒実線枠：拡大)。 

 

2. 歯の構成蛋白質の網羅的リン酸化解析 

FAM20C の過剰発現による歯の構成蛋白質のリン酸化状態を検討するため、4 週齢の上顎第

一臼歯より抽出した蛋白質を用いて網羅的リン酸化解析を行った。検出された 1,545 種類のリン酸

化ペプチドについての WT と Fam20C-Tg の 2 試料間の計量比較情報から、散布図を作成した 

(図 2A)。WT と Fam20C-Tg の 2 試料を比較して、5 倍以上多く検出されたリン酸化ペプチドは、

Fam20C-Tg で多く認められた（図 2A 青点線より右側に分布する点)。また、WT と比較して

Fam20C-Tg で 10 倍以上多く検出されたリン酸化ペプチド、あるいは Fam20C-Tg でのみ検出され

たリン酸化ペプチドは、172 種類 （蛋白質の種類としては 90 種)であった。一方、WT と比較して、

Fam20C-Tg でその検出量が 10 分の 1 以下であった、あるいは Fam20C-Tg で検出されなかった

リン酸化ペプチドは、39 種類 (蛋白質の種類としては 30 種)であった。以上より、象牙芽細胞に過
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剰発現した FAM20C は、歯の分泌蛋白質のリン酸化亢進に寄与していることが示された。 

Fam20C-Tg でリン酸化が亢進していた蛋白質の機能を調べるため、DAVID を用いて Gene 

ontology (GO)解析を行った (図 2B)。その結果、生物学的機能として ossification や biomineral 

tissue development、osteoblast differentiation、分子機能として calcium ion binding、Insulin-like 

growth factor binding 等に関与する蛋白質のリン酸化が亢進していることが示された。また、

Fam20C はゴルジ領域に存在し分泌蛋白質をリン酸化するキナーゼであり、これらのリン酸化蛋白

質は、細胞外あるいは細胞外への分泌経路に局在することが示された。 

石灰化に関連する酸性リン蛋白質の OPN や DMP1、DSP (DSPP の N 端断片)のリン酸化ペプ

チド断片も多く検出された (図 3A、下線：検出されたアミノ酸配列、 黄色および青色背景：検出さ

れたリン酸化部位、青色背景：WT と比較して Fam20C-Tg で 2 倍以上のリン酸化率を示すリン酸

化部位)。Fam20C-Tg 由来の OPN では、計 27 か所 (S：24 か所、T（スレオニン）：2 か所、Y（チロ

シン）：1 か所)のリン酸化部位が同定された。そのうち 5 か所の S (S213、S238、S243、S290、S291)は、WT

と比較して Fam20C-Tg でリン酸化が亢進していた (図 3A、OPN 青色背景)。Fam20C-Tg 由来の

DMP1 では、計 22 か所 (S：15 か所、 T：6 か所、 Y：1 か所)のリン酸化部位が同定された。そのうち

6 か所の S と T (S237、S262、S266、S269、T109、T285)は、Fam20C-Tg でリン酸化が亢進、あるいは

Fam20C-Tg でのみリン酸化がみられた (図 3A、DMP1 青色背景)。Fam20C-Tg 由来の DSPP の N

端断片である DSP では、計 17 か所 (S：16 か所、 T：1 か所)のリン酸化部位が同定された。そのう

ち 7 か所の S (S152、S163、S170、S356、S387、S423、S428)は、Fam20C-Tg でリン酸化が亢進、あるいは

Fam20C-Tg でのみリン酸化されていた (図 3A、DSP 青色背景)。WT 由来の OPN、DMP1、DSP で

は、Fam20C-Tg と比較して、リン酸化が亢進したり、WT でのみリン酸化されていたリン酸化部位は

なかった。また、DSPP の C 端断片の DPP は検出されなかった。一方、FAM20C によりリン酸化さ

れることが報告されているエナメル蛋白質  (ENAMELIN、AMELOBLASTIN) 30)では、WT と
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Fam20C-Tg でリン酸化の程度に差はみられず（図に示さず）、象牙芽細胞に過剰発現する

FAM20C はエナメル蛋白質のリン酸化に関与しないことが示された。 

網羅的リン酸化解析で検出できなかった DPP は、象牙質の非コラーゲン性蛋白質の構成成分

の中で最も多く、高度にリン酸化されてリン酸化セリンを豊富に含むため、リン酸化セリンの免疫組

織化学的染色にて 16), 25)、象牙質におけるリン酸化状態を検討した。4 週齢 Fam20C-Tg の切歯に

おける DPP とリン酸化セリンの蛍光二重染色では、象牙質基質および象牙芽細胞において DPP と

リン酸化セリンの共局在が観察された (図３B)。また Fam20C-Tg の歯冠象牙質では、リン酸化セリ

ンの免疫反応が増強していた （図 3C、C1、D、D１)。以上のことから Fam20C-Tg では、DPP のリン

酸化の亢進が示唆された。一方、Fam20C-Tg の歯根象牙質、特に根尖側では、WT と比較して、

その免疫反応が減弱しており、リン酸化レベルの低下が示唆された (図 3C3、C4、D3、D4)。なお、

歯槽骨のリン酸化セリンの免疫反応は、Fam20C-Tg で増強していた (図 3C2、D2)。 

 

3. Fam20C-Tg における象牙質の変化について 

上顎第一臼歯の形態学的変化を経時的に µCT にて観察すると上顎第一臼歯の µＣＴ解析では、

WT と比較して、2 週齢から 24 週齢のいずれの週齢においても Fam20C-Tg の歯根象牙質形成量

が低下していた (図 4A)。下顎第一臼歯においても歯根象牙質量は低下していた (図に示さず)。

µCT 画像の定量解析では、4、12 週齢の上顎第一臼歯の全体量 (エナメル質、象牙質、セメント質、

歯髄を含む)は、WT と比較して、Fam20C-Tg で減少していたが、エナメル質量に有意差はなかっ

た (図 4B)。µCT 画像にて歯根象牙質形成の低下が観察されたため、象牙質は歯冠と歯根に分け

て解析を行った。Fam20C-Tg の歯冠の象牙質量は 4 週齢で有意に減少していたものの、12 週齢

で WT との有意差は認められず (図 4B)、象牙質密度（象牙質の石灰化密度）は 4 週齢で変化は

なく、12 週齢で有意に上昇していた (図 4C)。一方、Fam20C-Tg の歯根長に有意差はないが (図
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4B)、歯根の象牙質量および象牙質密度は、4、12 週齢で有意に減少していた (図 4B、C)。12 週

齢の上顎第一臼歯の象牙質密度を、高解像 µCT (SKYSCAN1272)を用いて詳細に観察すると、

Fam20C-Tg では、歯冠から歯頚部にかけて象牙質密度が上昇しており、特にエナメル象牙境や

セメントエナメル境付近で象牙質密度の上昇が目立った (図 4D、D１、D2、D4、D5)。一方根尖部

付近では、象牙質密度の減少が示唆された (図 4D3、D6) 

上顎第一臼歯 （4 週齢)の組織学的解析では、Fam20C-Tg の歯冠部の象牙質や象牙前質の形

態に著変は認められなかった (図5A、B、D、E)。一方、Fam20C-Tgの歯根象牙質の幅は狭くなり、

その面積は有意に減少していた (図 5A、C、D、F、G)。また、WT と比較して、Fam20C-Tg の象牙

前質の面積や幅、象牙前質面積/象牙質面積は増加し (図 5C、F、G)、歯根象牙質の石灰化速度

は有意に減少していた (図 5H)。鍍銀染色では、Fam20C-Tg の歯根象牙質に好銀性の象牙細管

構造および象牙細管に垂直に伸びた骨細管様構造が観察された (図 5C’、F’、白矢印)。一方、

Fam20C-Tg の歯冠象牙質や WT の歯冠・歯根象牙質には、好銀性の細管構造はみられなかっ

た。 

 

4. Fam20C-Tg における象牙芽細胞の異常について 

Fam20C-Tg における象牙質の変化を検討するため、象牙質に特異的で、且つ、象牙質の非コ

ラーゲン性蛋白質の中で最も豊富な DSPP の発現および分布を検討した。DSPP の N 端断片の

DSP および C 端断片の DPP の免疫組織化学的染色では、WT と比較して、Fam20C-Tg の象牙

質基質や象牙芽細胞で両者の免疫反応は減弱していた (図 6A-D)。特に、Fam20C-Tg の歯根の

象牙質と象牙芽細胞では、歯冠と比較して、DSP および DPP 陽性反応は微弱であった (図 6A-D)。

4 週齢の上顎第一臼歯の DPP の蛋白定量解析では、WT と比較して、Fam20C-Tg の象牙質では

DPP 含有量の減少が認められた（図 6F)。このように、Fam20C-Tg の象牙芽細胞では、DSPP 産生
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の低下を含めた機能異常が起きていることが示唆された。 

組織学的に象牙芽細胞を検討すると、WT と比較して、Fam20C-Tg の歯冠では変化は明らかで

はなかったが、歯根では象牙芽細胞の丈が短くなり、WT で観察される高円柱状細胞から立方状

細胞へと変化していた (図 7A、矢印)。さらに根尖側の歯根象牙質では、象牙細管構造がなく、細

胞封入を伴う異常象牙質が形成されており (図 7B、C)、鍍銀染色で好銀性の骨細管様構造が観

察された (図 7B1、C1、矢頭、挿入図：拡大)。一方、WT の歯根象牙質には、細胞封入や骨細管

様構造は観察されなかった。FAM20C の発現分布は、異常象牙質の辺縁細胞および封入細胞に

認められるとともに、異常象牙質基質にも認められた (図 7B2、C2)。次に、異常象牙質の性質を

免疫組織化学的染色にて検討したところ、OPN は、WT では象牙質に陰性 (図 7B3)、Fam20C-

Tg の異常象牙質では弱陽性を示した(図 7C3)。DMP1 は、WT では象牙細管構造に沿って弱陽

性 (図 7B4)、Fam20C-Tg の異常象牙質では、びまん性に弱陽性反応を示した (図 7C4)。DSP は、

WT では象牙細管構造を中心にびまん性に陽性で (図 7B5)、Fam20C-Tg の異常象牙質では弱陽

性であった (図 7C5)。さらに Fam20C-Tg の異常象牙質に接する細胞は、骨芽細胞マーカーであ

る RUNX2 に陽性を示し (図 7D、矢頭)、その周囲の歯髄細胞では、WT と比較して、BMP2 免疫反

応の増強していた (図 7D)。上顎第一臼歯の遺伝子発現解析では、WT と比較して、Fam20C-Tg

では、Runx2、Alp、Opn、Dmp1、Bmp2 mRNA の発現が有意に上昇した （図 7E)。一方、象牙芽細

胞の特異的マーカーである Dspp mRNA は Fam20C-Tg で減少傾向はみられるものの有意差はな

く (図 7E)、図 6 で示した DSPP 含有量の減少とは異なる結果であった。遺伝子発現と蛋白量は、

時に相違があり、蛋白分解時間の関与等が考えられるが、生命現象の理解には遺伝子より蛋白レ

ベルの解析結果が重要であるため、Fam20C-Tg の象牙質における DSPP 蛋白量の減少を重視し

て以降の解析や考察を進めた。 
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5. Fam20C-Tg の歯根象牙質形成の検討 

Fam20C-Tg 歯根における異常象牙質は、咬合開始後の 4 週齢の上顎第一臼歯根尖部に認め

られたことから、その形成には咬合力が影響しているのではないかと考えた。咬合力が歯根形成に

与える影響を排除するため、対合歯である下顎第一および第二臼歯を抜歯して無咬合状態で歯

根象牙質形成における FAM20C の役割を検討した。µCT 解析では、Fam20C-Tg の非抜歯マウス

群と同様に、抜歯マウス群の抜歯側 (右側)でも歯根形成の低下が認められた (図 8A)。組織学的

解析では、WT の抜歯マウス群の抜歯側で正常な歯根が形成されているのに対して、Fam20C-Tg

の抜歯マウス群の抜歯側では、根尖部に封入細胞のある異常象牙質が認められた (図 8B)。以上

より、Fam20C-Tg における根尖部の異常象牙質形成には、咬合力は大きく影響しないことが分か

った。 

次に、生体における様々な環境要因の影響を排除した状態で、歯根象牙質形成における

FAM20C の役割を検討するため、歯根形成直前 (生後 6 日齢の WT あるいは Fam20C-Tg)の歯

胚を SCID マウスの腎被膜下に移植した。移植 30 日後に歯根が形成された歯胚を腎臓ごと摘出し

て解析に用いた (図 9A)。生後 6 日齢の WT と Fam20C-Tg 由来の歯胚の発生段階は一致してい

た (図 9B)。移植 30 日後の WT および Fam20C-Tg 由来の歯胚では歯根様構造が観察され (図

9C ＊)、生体と同様に DPP の発現低下が認められた (図 9C)。WT 由来の歯胚の歯根様構造は、

象牙細管を認める象牙質様構造を呈していた (図 9D)。一方、Fam20C-T 由来の歯胚の歯根相当

部では、象牙細管構造が目立たず、細胞封入を伴う硬組織が形成され、セメント質との境界は不

明瞭となっていた (図 9E)。鍍銀染色では、Fam20C-Tg 由来の歯胚の歯根相当部に好銀性の骨

細管様構造が確認された (図 9D1、E1 挿入図：拡大)。形成された歯根の性質を検討するため、免

疫組織化学的染色を行ったところ、WT 由来の歯胚の歯根象牙質では、OPN は陰性 (図 9D2)、

DMP1 は弱陽性 (図 9D3)、DPP は強陽性であった (図 9D4)。一方、Fam20C-Tg 由来の歯胚の歯
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根相当部の硬組織では、OPN、DMP1、DPP の全てに弱陽性を示した  (図 9E2-E4)。また、

Fam20C-Tg 由来の歯胚の歯根相当部に接して、骨芽細胞マーカーである RUNX2 に陽性の細胞

が認められた (図 9F、矢頭)。このように、腎皮膜移植実験でも、Fam20C-Tg の歯根根尖側の異常

象牙質と同様の変化が観察されたため、異常象牙質の形成は、FAM20C 過剰発現に起因すると

考えられた。  
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Ⅳ. 考察 

 

本研究では、Fam20C 欠失実験の報告 19), 22), 23)から象牙質形成に重要であることが分かった

FAM20C を、象牙芽細胞に過剰発現させて、その歯牙の変化から象牙質形成部位における

FAM20C の機能について検討した。Fam20C-Tg では、象牙質基質を含む様々な分泌蛋白質のリ

ン酸化が亢進しており、免疫組織化学的手法により象牙質基質のリン酸化は歯冠象牙質では亢進

していたが、歯根象牙質の根尖部ではリン酸化の減弱が認められた。また、Fam20C-Tg では、象

牙質の主要蛋白質である DSPP 含有量が減少するとともに、歯根象牙質の根尖側では象牙芽細

胞分化に異常が認められた。歯冠と歯根の象牙質の定量解析では、その形成量や石灰化レベル

に相違がみられたが、これは両者における基質のリン酸化レベルや象牙芽細胞分化の違いに起

因すると考えられた。このように、本研究は、象牙質形成における FAM20C によるリン酸化が、象牙

質の石灰化と象牙芽細胞の機能・分化を調節する分泌蛋白質の重要な翻訳後修飾であることを

示したものである。 

網羅的リン酸化解析により、Fam20C-Tg では、WT と比較して、OPN や DMP1、DSP を含めた多

種の分泌蛋白質のリン酸化が亢進していた (図 2A、3A)。これらの OPN や DMP1、DSP では、

FAM20C のリン酸化モチーフ配列 (S-x-E/pS)に一致しない配列部の S (セリン)や T (スレオニン)

のリン酸化も亢進していたが、FAM20C は S-x-E/pS 以外のモチーフ配列を認識することが報告さ

れており 13), 25) 、FAM20C は従来考えられているより多くの基質をリン酸化すると考えられる。生体

内で最も高度にリン酸化された DPP は、その殆どが SSD (セリン・セリン・アスパラギン酸)の繰り返し

配列から構成され 26)、S-x-E/pS は数ヵ所しか認められないが、前述したように SSD の S (セリン)も

FAM20C によりリン酸化され、Fam20C-Tg では DPP はさらに高度にリン酸化されている可能性が

ある。しかしながら、今回の LC-MS/MS を用いた網羅的リン酸化解析では、DPP のペプチド断片
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は全く検出されず、Fam20C-Tg における DPP のリン酸化状態は不明であった。この理由として、

DPP は SSD の繰り返し配列からなる極めて特殊なアミノ酸配列から構成されており、K (リシン)や R 

(アルギニン)の C 末端側で切断するトリプシンを用いた断片化処理では、適切な長さのペプチド断

片が得られず、LC-MS/MS 解析で検出できなかったと考えられる。本研究で用いた免疫組織化学

的手法による基質のリン酸化については、リン酸化セリン特異抗体を用いて、リン蛋白質である

DMP1 とリン酸化セリンの免疫反応が共局在することや、骨組織の脱リン酸化処理後にリン酸化セ

リンの免疫反応が減弱することから妥当な評価が出来る事を以前に報告した 16), 25)。本研究では、

象牙質や象牙芽細胞における DPP とリン酸化セリンの免疫反応は共局在しており、DPP のセリン

はリン酸化していることが示された（図 3B)。また、DPP は象牙質の非コラーゲン性蛋白質の中で最

も多く、全構成アミノ酸の約 45%がセリンであることを考慮すると 4)、Fam20C-Tg の歯冠象牙質で増

強したリン酸化セリンの免疫反応は （図 3C、C1、D、D1)、DPP のリン酸化亢進を示していると考え

られた。 

Fam20C-Tg の象牙質において、様々な分泌蛋白質のリン酸化が亢進していたが、象牙質形成

におけるその影響は歯冠と歯根象牙質で異なっていた。Fam20C-Tg の歯冠象牙質では大きな変

化はみられなかったが、歯根象牙質では象牙質量や石灰化密度の減少に加えて、象牙質や象牙

芽細胞に明らかな形態変化が認められた。特に歯根根尖部では象牙芽細胞分化異常を伴い、骨

と象牙質の両特徴を有する異常象牙質が形成された (図 5C’、F’、7B、B1、C、C1 と挿入図)。この

歯冠と歯根象牙質に認められた相違は、象牙質の形成と石灰化に重要な DSPP 26)、32)、33) の歯冠

および歯根象牙質における含有量により生じたことが考えられる。すなわち、歯根象牙質では

DSPP 含有量が本来から歯冠象牙質の半分程度であるのに加えて 34)、Fam20C-Tg におけるさらな

る DSPP 含有量の減少が、Fam20C-Tg の歯根象牙質の低形成に大きく寄与したと考えられる。象

牙質形成に必要な DSPP 用量については、 DSPP 欠失マウスに異なる用量の DSPP を発現させた
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レスキュー実験が報告されており、象牙質形成には WT の DSPP 含有量の 25%は必要であり、5%で

は象牙質の部分的回復しかみられない 35）。Fam20C-Tg の象牙質全体で DSPP 含有量が減少し

ていたものの、歯冠象牙質では DSPP 免疫反応が残存していた (図 6)。また、Fam20C-Tg の冠部

象牙質のリン酸化セリンの免疫反応は、WT より増強していたことから (図 3C1、D1)、冠部象牙質で

は残存 DSPP のリン酸化が亢進していることが示唆される。この残存 DSPP 量が Lim D ら 35）が報告

する WT の 25%程度であれば、Fam20C-Tg の歯冠象牙質では象牙質形成に十分量の残存 DSPP

がリン酸化亢進した結果として歯冠象牙質密度の増加が引き起こされたのかも知れない。一方、

Fam20C-Tg の歯根象牙質、特に根尖部では、DSPP の免疫反応は WT よりさらに減弱し (図 6)、リ

ン酸化セリンの免疫反応もほぼ消失していることから (図 3B3、C3、B3、C3)、DSPP 量は乏しく、リン

酸化レベルも低下して、異常象牙質が形成されたと考えられる。 

Fam20C-Tg では、歯冠象牙質や歯冠象牙芽細胞の形態学的変化は明らかではないが、DSPP

発現は減少しているため、歯冠象牙芽細胞にも機能異常が生じている。DSPP 発現制御機構は未

だ明らかになっておらず、DMP1 が DSPP 発現促進に直接関与するという報告もあるが 36)、

Fam20C-Tg では Dmp1 mRNA 発現上昇が認められるが DSPP 発現は減少しているため前述の報

告とは一致しない。また、象牙芽細胞にRunx2が発現するとDSPP発現は減少するが 37)、Fam20C-

Tg の歯冠象牙芽細胞には Runx2 発現は認められず、FAM20C 過剰発現による DSPP 発現減少

の機序は不明である。一方、この DSPP 発現減少は、Fam20C-Tg の象牙芽細胞の分化に重要な

影響を及ぼすようである。Dspp 遺伝子改変マウス解析から、DSPP の欠失や発現低下により、歯髄

幹細胞から象牙芽細胞への分化に異常が生じる事が報告されており、DSPP 発現は象牙芽細胞分

化に重要と考えられている 35), 38)。Fam20C-Tg の歯根象牙芽細胞でも DSPP 発現量が減少してお

り、特に根尖側ではその発現量が乏しくなるため、Fam20C-Tg の歯根では象牙芽細胞分化に異

常が生じていると考えられる。実際、Fam20C-Tg の歯根象牙芽細胞は、WT と比較して細胞の丈
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が減少しており、歯根根尖部では、立方形から平坦な紡錘形細胞に変化して異常象牙質の表層

を被覆し、その基質内に埋入した細胞は骨細管様構造を示す等、象牙芽細胞の形態異常が観察

された (図 7A、B、C、8B、９D、E)。また、異常象牙質は OPN、DMP1、DSPP に陽性反応を示し(図

7B、C、8B、９D、E)、異常象牙質を被覆する紡錘形細胞の一部は RUNX2 に陽性反応を示した事

から (図 7D、9F)、歯根象牙芽細胞に分化異常が起こっていると考えられる。RUNX2 は骨芽細胞

分化に必須であり、間葉系細胞から骨芽細胞系譜細胞への分化方向を決定するとともに、多数の

骨・象牙質関連遺伝子を制御している 37), 39), 40)。象牙質における RUNX2 発現は、象牙芽細胞分

化の初期に発現するが、その後の分化・成熟過程でその発現は減少する 41)。象牙芽細胞に Runx2

を過剰発現させたマウスでは、象牙細管が消失して細胞封入を伴い、好銀性の骨細管様構造が

観察される修復象牙質に類似した異常象牙質が歯冠と歯根に形成される 37)。これらの異常象牙質

は、DSPP の免疫反応が減弱する一方で、OPN の免疫反応が陽性となり、さらに Runx2 を過剰発

現する立方形から紡錘形の象牙芽細胞に被覆されており 37)、Fam20C-Tg の歯根根尖部とほぼ同

様の現象が生じている。以上から、Fam20C-Tg の歯根象牙質の根尖部で観察された異常象牙質

は、象牙芽細胞における RUNX2 発現により生じた変化であると考えられる。修復象牙質の形成時

にも OPN や DMP1 発現が上昇し 42)、RUNX2 陽性細胞がその形成に関わる事から、修復象牙質

の形成時には、RUNX2 の上流で FAM20C 発現が上昇している事が推測される。また、根尖部だ

けではなく、丈が短くなった歯根象牙芽細胞では、免疫染色では検出できない微小なレベルの

RUNX2 発現により分化異常が起こっていると思われ、第一臼歯の遺伝子発現解析における Runx2、

Alp、Opn、Dmp1、Bmp2 mRNA 発現上昇は、歯根象牙芽細胞の骨芽細胞系譜細胞への分化異常

状態を示しているのかも知れない。象牙芽細胞における FAM20C 過剰発現が RUNX2 発現を制

御する機序は明らかではないが、Fam20C-Tgの上顎第一臼歯では、Bmp2 mRNA発現の上昇や、

RUNX2 陽性の歯根象牙芽細胞の歯髄側において、BMP2 の免疫反応が増強した (図 7D、E)こと
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から、BMP2 が RUNX2 発現を制御する可能性が推測される。BMP シグナルは、骨や象牙質の発

生、骨芽細胞や象牙芽細胞の分化に重要であり、Fam20C 欠失マウスや Fam20C 欠失骨芽細胞/

歯髄葉系細胞株では、BMP シグナルが抑制される 28), 43)。したがって、FAM20C が過剰発現する

Fam20C-Tg では、BMP シグナルの亢進を介して象牙芽細胞における Runx2 発現を誘導する可能

性が考えられる。 

正常マウスの歯の発生過程では、FAM20C は帽状期後期から鐘状期のエナメル上皮に接する

歯乳頭細胞に発現し、その後、分化した象牙芽細胞でその発現レベルが増強するが、生後 3 週

齢以降は加齢に伴って FAM20C 発現は減少していき、7 週齢でほぼ消失する 15)。象牙芽細胞へ

の初期分化における FAM20C の役割についての情報は乏しいが、Fam20C を欠失またはノックダ

ウンした歯髄幹細胞を用いた in vitro 実験では、象牙芽細胞マーカー (DMP1、DSPP)の発現が低

下し、石灰化塊形成は抑制されることから 14), 27), 28)、FAM20C は歯髄幹細胞から象牙芽細胞への

初期分化に重要であると考えられる。本研究で用いた Fam20C-Tg では、Ⅰ型コラーゲン発現と同

調して目的遺伝子が FAM20C を過剰発現するため、象牙芽細胞への分化後の形成期象牙芽細

胞 (secretory odontoblast)や成熟期象牙芽細胞 (mature odontoblast) の段階で過剰発現している

事になり、FAM20C の持続的で過剰な発現は、後期分化における象牙芽細胞の機能や成熟を妨

げると考えられる。正常発生では、歯髄幹細胞から前象牙芽細胞に分化すると、前象牙芽細胞 

(pre-odontoblast)は RUNX2 を発現し、その後、象牙芽細胞に分化すると RUNX2 発現が消失する

ことが知られているが 41)、Fam20C-Tg の歯根根尖部に出現した RUNX2 陽性の異常な象牙芽細

胞は、一度、象牙芽細胞へと分化した細胞が、FAM20C の過剰発現によって、未熟な前象牙芽細

胞様細胞へと変化したものかも知れない。 
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Ⅴ．まとめ 

 

Fam20C-Tg では、 

・ 象牙質基質蛋白質を含む様々な分泌蛋白質のリン酸化が亢進しており、リン酸化が亢進した蛋

白質は、硬組織形成や Ca2+結合に関与するものが多かった。 

・ 歯冠象牙質において、4 週齢でその形成量は低下し、石灰化密度に差はなかったが、12 週齢

でその形成量に変化はなく、石灰化密度は亢進した。一方、歯根象牙質では 4 週齢と 12 週齢と

もに形成量と石灰化密度が減少した。この相違には象牙質形成に重要な DSPP 産生量の減少と、

歯冠象牙質と歯根象牙質が本来含有している DSPP 量の違いが影響すると考えられた。 

・ 歯根象牙質に、細胞封入や骨細管様構造が観察され、骨基質蛋白質が混在し、骨と象牙質の

両性質を有する異常象牙質が形成された。また、象牙芽細胞の丈は短くなり、立方状から平坦な

紡錘形細胞へと変化し、異常象牙質に接して RUNX2 陽性細胞が出現した事から、象牙芽細胞の

機能と分化の異常が起こっている事が分かった。 

 

 

Ⅵ．結語 

 

FAM20C によるリン酸化は、象牙質の石灰化を促進し、象牙芽細胞の機能と分化を調節するこ

とが示された。 
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表1. Real-time PCR解析用プライマー

Gene symbol Forward primer Reverse primer

Fam20C TGAAGATGATACTGGTGCGCAGGT CAACAGCAATGTGCAAAGCGCAAG

Runx2 CTTCGTCAGCATCCTATCAGTTC TCAGCGTCAACACCATCATTC

Osx CTACCCAGCTCCCTTCTCAA CTTGTACCACGAGCCATAGG

Col1 CCTGGAATGAAGGGACACCG CCATCGTTACCGCGAGCACC

Alp CGCACGCGATGCAACACCAC TGCCCACGGACTTCCCAGCA

Opn GCAGAATCTCCTTGCGCCAC CGAGTCCACAGAATCCTCGC

Dmp1 CGCATCCCAATATGAAGACTG GCTTGACTTTCTTCTGATGACTCA

Dspp ATTCCGGTTCCCCAGTTAGTA CTGTTGCTAGTGGTGCTGTT

Nestin CCCTGAAGTCGAGGAGCTG CTGCTGCACCTCTAAGCGA

Bmp2 CCCGATCACCTCTCTT ACCGCAGTCCGTCTAA

Fam20C (family with sequence similarity 20, member C), Runx2 (runt-related transcriptional factor 2), Osx
(osterix), Col1 (type 1 collagen), Alp (alkaline phosphatase), Opn (osteopontin), Dmp1 (dentin matrix protein 1),
Dspp (dentin sialophosphoprotein), Bmp2 (bone morphologic protein 2)
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図 1. Fam20C-Tgの歯におけるFam20C発現について

A：Fam20C-TgのDNAコンストラクト

B：4週齢の上顎第一臼歯におけるFam20C mRNAの発現

上顎第一臼歯 から抽出したcDNAを用いて、Real-Time PCRを行った。グラフは、WTを1とした相対

発現量を示す。

WT = 6、Tg = 6、***P<0.001。

C-F：１週齢および4週齢の上顎第一臼歯におけるFAM20C蛋白質の発現

1週齢 (C、D)および4週齢 (E、F)の上顎第一臼歯において、抗Fam20C抗体を用いて、免疫組織化学

的染色を行った。

矢頭は象牙芽細胞を示す。黒実線枠は歯冠部拡大、黒点線枠は歯根部拡大を示す。

Em：エナメル質、Coronal D：歯冠象牙質、Radicular D：歯根象牙質、Od：象牙芽細胞、Pu：歯髄。

スケール：200 µm、拡大図は50 µm。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 2. 網羅的リン酸化解析

A：リン酸化ペプチドの散布図

4週齢の上顎第一臼歯から蛋白質を抽出して、リン酸化ペプチドを回収し、LC-MS/MS解析を行った。

青点線より右側 (青色の領域)に分布する点は、野生型マウス (WT)と比較して、 Fam20C-Tg (Tg)で

は5倍以上多く検出されたリン酸化ペプチドを示す。赤点線より左側に分布する点は、Tgと比較して、

WTで5倍以上多く検出されたリン酸化ペプチドを示す。

B：Gene ontology (GO)解析

Tgでリン酸化が亢進していた蛋白質のGO解析結果を示す。各棒グラフの長さは-log10(P)の値であり、

P値としては低いものを上から順に示す。また括弧内の数値 (%)は、ＧＯ解析を行った全蛋白質に対

する各Ｔｅｒｍを含む蛋白質の割合を示す。
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図 3. 象牙質のリン酸化状態の検討

A：OPN、DMP1、DSPPのリン酸化状態

網羅的リン酸化解析により検出されたOPN、DMP1、DSPのアミノ酸配列 (下線)の中で、同定されたリン

酸化部位は黄色と青色の背景で示す。青色背景は、 WT由来のペプチド と比較して、Tg由来のペプチ

ドでリン酸化率が2倍以上高い部位を示している。例えば、OPNのSer213のリン酸化率は、WTとTgの

各々で、リン酸化されたSer213の数/Ser213の総数として算出する。 WTのSer213のリン酸化率は6%、 Tg

ではリン酸化率が20%と算出され、 WTと比較して、Tg由来の OPNのSer213では3倍以上のリン酸化率を

示すことになる。

B：4週齢の上顎切歯におけるリン酸化セリンおよびDPPの分布

上顎切歯において、抗リン酸化セリン抗体および抗DPP抗体を用いて、蛍光二重染色を行った。

左は重ね合わせ像で、中央はリン酸化セリン、右はDPPを示す。

Pu：歯髄、Od：象牙芽細胞、PD：象牙前質、D：象牙質、Em：エナメル質、Ab：エナメル芽細胞。

スケール：50µm。

C、D：4週齢の上顎第一臼歯におけるリン酸化セリンの分布

上顎第一臼歯において、抗リン酸化セリン抗体を用いて、免疫組織化学的染色を行った。

B1-B4およびC1-C4は、BおよびCの黒実線枠の拡大で、C1およびD1は歯冠部、C2およびD2は歯槽骨、

C3およびD3は近心根根尖部、C4およびD4は遠心根根尖部を示す。

D3、D4 赤矢頭は免疫反応が減弱している部分を示す。

Coronal D：歯冠象牙質、Radicular D：歯根象牙質、Pu：歯髄、AB：歯槽骨、PL：歯根膜、C：セメント質。

スケール：B、Cは200 µm、B1-B４、C1-C４は50 µm。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 4. Micro computed tomography (µCT) 解析

A：2、4、12、24週齢の上顎第一臼歯 のµCT画像

各週齢の上顎第一臼歯の矢状断µCT画像を示す。いずれの週齢においても、歯根象牙質の形成量

が低下していた。

B、C：4、12週齢の上顎第一臼歯 のµCT解析

µCT画像データをもとに各解析を行った。歯の全体量は、エナメル質、象牙質、セメント質、歯髄腔を

含む。

WT = 6、Tg = 6、*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。

***



図 4. Micro computed tomography (µCT) 解析

D、E：12週齢の上顎第一臼歯の高解像度µCT画像

上顎第一臼歯の矢状断 (D、E)および水平断 (D1-D3、E1-E3)のµCT画像を示す。D、E 白実線 (D1-

D3およびE1-E3)は水平断の各断面を示す。D1およびE1は歯冠部、D2およびE2は歯頚部 (根分岐部

付近)、D3およびE3は頬側根歯根部を示す。インジケーターは密度を255色で表しており、数字が高

い色ほど密度が高いことを表す。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 5. 組織学的解析

A-F：4週齢の上顎第一臼歯のHEおよび鍍銀染色像

AおよびDはHE染色の全体像で、B、C、E、Fは、AおよびDの黒実線枠の拡大を示す。CおよびF 矢印

間は象牙前質幅を示す。C’およびF’は鍍銀染色像で、CおよびF相当部の象牙質の拡大を示す。F’

白矢印は骨細管様構造を示す。

Coronal D：歯冠象牙質、Radicular D：歯根象牙質、Pu：歯髄、PreD：象牙前質。

スケール：A、Dは200 µm、B、C、C’、E、F、F’は50 µm。

G、H：4週齢の上顎第一臼歯歯根象牙質の形態計測

HE染色標本上で形態計測を行った (G)。また、アリザリンおよびテトラサイクリンの1日当たりの標識

線間距離を石灰化速度として計測した (H)。

WT = 6、 Tg = 6、*P<0.05、***P<0.001。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 6. DSPPの発現解析

A-D：4週齢の上顎第一臼歯におけるDSPPの発現分布

抗DSP抗体およびDPP抗体を用いて、免疫組織化学的染色を行った。A-Dは全体像で、C1、D1はC、

D歯冠部の拡大、C2、D2はC、D歯根部の拡大を示す。 C1、C2、D1、D2 矢頭は象牙芽細胞を示す。

Coronal D：歯冠象牙質、Radicular D：歯根象牙質、Od：象牙芽細胞。

スケール：A～Dは200 µm、C1、C2、D1、D2は50 µm。

E： CBB (Coomassie Brilliant Blue）によるゲル染色

F：4週齢の上顎第一臼歯におけるDSPP (DPP)の蛋白定量解析

上顎第一臼歯から抽出した蛋白質において、抗DPP抗体を用いたウェスタンブロッティング法を行っ

た。グラフは、WTを1とした検出バンドの相対密度を示す。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 7. 歯根象牙質の検討

A：4週齢の上顎第一臼歯歯根中央部の組織学的解析

上顎第一臼歯歯根中央部のHE染色像を示す。矢印は象牙芽細胞を示す。グラフは象牙芽細胞の高

さを示す。

WT = 6、Tg = 6、**P<0.01。

Radicular D：歯根象牙質、Od：象牙芽細胞。

スケール：50 µm。

B-D ：4週齢の上顎第一臼歯根尖部の組織学的解析

上顎第一臼歯の根尖部について、各種組織学的解析を行った。B、CはHE染色像、B1、C1は鍍銀染

色像を示す。B2-B5およびC2-C5、Dは免疫組織化学的染色 で、B2およびC2は抗OPN抗体、B3およ

びC3は抗DMP1抗体、B3C3は抗DSP抗体、D左はRUNX2抗体、D右は抗BMP2抗体を用いた。C1の

矢頭は封入細胞、挿入図は封入細胞の拡大、Dの矢頭はRUNX2陽性細胞を示す。

Radicular D：歯根象牙質、Pu：歯髄、C：セメント質、AB：歯槽骨。

スケール：50 µm。

E ：4週齢の上顎第一臼歯における遺伝子発現解析

上顎第一臼歯から抽出したcDNAを用いて、Real-Time PCR法により各遺伝子の発現解析を行った。

WTを1とした相対発現量を示す。

WT = 6、Tg = 6、*P<0.05。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。



図 8. 抜歯実験

A：抜歯後5週 (8週齢)の上顎第一臼歯のµCT解析

8週齢の上顎第一臼歯の矢状断µCT画像を示す。抜歯マウス群は、右側下顎第一及び第二臼歯抜

歯後5週のµCT画像を示す。

B：抜歯後5週 (8週齢)の上顎第一臼歯 (抜歯側)根尖部のHE染色像

矢印は封入細胞を示す。

異常象牙質には高円柱状の象牙芽細胞はみられない。

Radicular D：歯根象牙質、Pu：歯髄、C：セメント質。

スケール：100 µm。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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図 9. 腎被膜下移植実験

A：実験手順

生後6日齢マウスの上顎第一臼歯歯胚を腎被膜下へ移植

し、30日後に組織学的解析を行った。

B：移植時 (生後6日)の歯胚のHE染色像

歯根形成前の歯胚のHE染色像を示す。スケール：200 µm。

C：移植後30日の歯胚のHE染色およびDSPPの発現分布

左は腎移植後30日の歯胚のHE染色像で、右は抗DPP抗体を用いた免疫組織化学的染色像を示す。

＊は歯根様構造を示し、黒実線枠は歯根部の拡大を示す。スケール：200µm。

D-F：移植後30日の歯胚歯根相当部の組織学的解析

D、EはC黒実線枠の拡大、D1、E1は鍍銀染色を示す。D2-D4およびE2-E4、Fは免疫組織化学的染色

で、D2およびE2は抗OPN抗体、D3およびE3は抗DMP1抗体、D4およびE4は抗DPP抗体を用いた。E1

挿入図は封入細胞の拡大、F矢頭はRUNX2陽性細胞を示す。

D：象牙質、Pu：歯髄、C：セメント質。

スケール：50 µm。

WT：野生型マウス、Tg：Fam20C-Tg。
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