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1研 究 目的(300字 程 度)

EctodinはSOSTド メ イ ンを 有 す る分 泌型 タ ンパ ク質 で あ り、Wntシ グナル を 阻 害 す る ア ン

タ ゴニ ス トと して知 られ て い る。 歯 の発 生 に お い て 歯 冠 の 形 態 形 成 や 咬頭 の数 、 歯 の数 を

決 定 す る因 子 と して 重 要 な働 き を して い る。 一 方 、Wntシ グナ ル は象 牙 芽 細 胞 の 分化 調節

に 重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが報 告 され て い る。Dentinogenesisの 調 節 因子 と して 注

目 され て い る。 このWntシ グナ ル の ア ンタ ゴニ ス トで あ るectodinがWntシ グナ ル に 作 用 し

てdentinogenesisに 関与 す る こ とは十 分 に考 え られ るが 、 これ ま で に象 牙 芽 細 胞 の 分化 や

機 能 に対 してectodinとWntシ グナ ル の 関係 を調 べ た 報 告 は ない 。

本 研 究 で は ラ ッ ト切 歯 か ら分 離 した培 養 歯 髄 細 胞 を利 用 してectodinとWntシ グ ナル の 関

係 がdentinogenesisに 対 して どの よ うに作 用 して い るか を調 べ る こ とを 目的 と した。

Ⅱ 研 究 方 法(500字 程 度)

SDラ ッ トの 下顎 切 歯 か ら酵 素 分 離 法 に よ り歯 髄 培 養 細 胞 を分 離 した。 これ らの 培 養 細胞

を5,10,15,20日 間培 養 し実験 に供 した。 これ らの 培 養 細 胞 にLiClを 添加 してWntシ グナル

を 活性 化 状 態 に して 、象 牙 芽 細胞 へ の 分化 へ の影 響 を調 べ た。 ま た 、ectodinのsiRNAを 製

作 しノ ッ ク ダ ウン を行 い分 化 、機 能 に 対す る影 響 を調 べ た。 象 牙 芽 細 胞 の分 化 指 標 と し

て,ALP,Osteocalcin,DSPPのmRNA発 現 を リアル タイ ムPCRに て調 べ た。 ま た 、ectodinの

mRNA発 現 も合 わ せ て調 べ た。 形 態 的 に はALP染 色 とvon Kossa染 色 を行 い象 牙 質 様 石 灰 化

結 節 の形 成 を調 べ た。 ま た 、ectodinのmRNAの ノ ック ダ ウン に よ り象 牙 芽 細 胞 に対 す る影

響 を調 べ た。



III 研 究結果(600字 程度)

1)培 養 歯髄細胞の分化 に及 ぼすLiClの 影響von Kossa染 色陽性 の石灰化結節が多 く形成

されていた。一方、LiClを 添加 した細胞では対照群 に比較 して石灰化結節 の形成 が抑制

され 、ALP染 色 性も減弱 していた。

対照群 の細胞はAKP染 色性 とvon Kossa染 色性 の石灰化結節 が多 く形成 されいた。一

方、LiClを 添加 した細胞 では対照群 に比較 して石灰化結節 の形成が抑制 され、ALP染 色性

も減弱 していた。

線 維 芽 細 胞 の初 期 の分 化 マ ー カー で あ るALPのmRNAの 発 現 は培 養5日 目で は対 照群 に

比較 してLiCl処 理 で は50%に 抑 制 され て い た。 さ らに 、石 灰化 に 関す る最 終分 化 マ ー

カー で あ るDSPPとBGPのmRNAの 発 現 も、培 養20日 目で は対 照群 に比 較 してす べ て半 分 の

発 現 量 で あっ た。

対 照群 の培 養 期 間 で のectodinのmRNA発 現 を経 時 的 に調 べ た と ころ、培 養5日 ～10日

目にか けて発 現 量 が 上昇 し、そ の後 経 時的 に減 弱 した。 これ と同様 に β-cateninのm

RNAの 経 時 的 な発 現 量 も培 養10日 目に ピー クが 見 られ 、 そ の後 経 時 的 に減 弱 した。 次 に

ectodinと β‐cateninの 発 現 量 が最 も強 くな る培 養10日 目にLiClを 作用 させ る と、
ectodin・mRNAの 発 現 が対 照 群 に比 較 して約2倍 にな って いた 。 ま た 、 β-cateninのm

RNAの 発 現 量 も対 照群 に比 較 して約30%の 亢進 を示 した。

2)ectodinのKnock downが 象 牙 芽 細 胞 に及 ぼす影 響

ectodinに 対 す るsiRNAを 用 い てknock downし た歯髄 細 胞 の培養5日 目にお け るectodinと

β-cateninのmRNA発 現 は、 対照 群 に比 較 して発 現量 が15%に 抑 制 され て い て 、Knock
downの 効 果 が確 認 で きた。 この とき の β‐cateninのmRNAは 対 照群 に比 較 して有 意 に増

加 してい た。 さ らに培 養20日 目のALP染 色 、von kossa染 色 で は 、ectodinをknock downす

る と歯 髄 細胞 の象 牙 芽 細胞 へ の分化 が抑 制 され 、対 照 群 に比較 してvon Kossa陽 性 石灰 化

結 節 の 形成 が抑 制 され た。 ま た、DSPPのmRNA発 現 も40%に 抑 制 され て い た。

IV考 察及 び 結論(600字 程 度)

培 養 歯 髄 細胞 にLiClを 作 用 させ る とそ の分化 が 抑制 され 、ALP,Osteocalcin,DSPPのm

RNAの 発 現 が抑制 され 、象 牙 質様 石 灰 化 結節 の形 成 も抑 制 され て い た。 しか し、ectodin

のmRNAの 発 現 が促 進 され て お り、Wntシ グナル に対す るネ ガテ ィブ フ ィー ドバ ック機 構

が あ るこ とが示 唆 され た。 さ らにectodinのsiRNAに よる ノ ック ダ ウ ンの結 果 か ら、培養

歯髄 細 胞 のDSPPのmRNA発 現 が抑 制 され 、象 牙 質様 石 灰 化 結 節 の 形成 が抑 制 され た こ とか

ら、Wntシ グナル は象 牙 芽 細胞 の分 化 を抑 制 して お り、 この シ グナル をectodinが 阻 害す

る こ とで象 牙芽 細 胞 の 分 化 を調 整 して い る と考 え られ た。


