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論文の内容および審査の要旨

【研 究 の 目 的 】EctodinはSOSTド メ イ ン を有 す

る分 泌 型 糖 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,歯 の 発 生 に お け る

歯 冠 形 態,咬 頭 数,歯 数 を 決 定 す る因 子 と して 働

い て い る 。Wntシ グ ナ ル は 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 調 節

に も 重 要 な 役 割 を し て い る と 報 告 さ れ,

dentinogenesisの 調 節 因 子 と して 注 目 され て い る。

EctodinがWntシ グ ナ ル に 作 用 し て

dentinogenesisに 関 与 す る こ とが 考 え られ る が,

象 牙 芽 細 胞 の 分 化 と,ectodinお よ びWntシ グ ナ

ル との 関 係 に つ い て は 未 だ 不 明 な点 が 多 い。

本 研 究 で は ラ ッ ト切 歯 歯 髄 由 来 の培 養 細 胞 を用

いて,ectodinとWntシ グ ナル の 関係 がdentinogenesis

に どの よ うに 影 響 して い る か を検 討 した 。

【実 験 方 法 】SDラ ッ トの 下 顎 切 歯 か ら酵 素 分 離

法 に よ り歯 髄 細 胞 を 分 離 し,こ れ ら を5,10,15,

20日 間 培 養 して 実 験 に 供 し た。 培 養 歯 髄 細 胞 に

LiClを 添 加 してWntシ グ ナル の 活[性化状 態 を 誘 導

し,象 牙 芽 細 胞 分 化 に 対 す るWntシ グ ナ ル の 影 響

を 調 べ た 。 象 牙 芽 様 細 胞 の 分 化 指 標 と し て

alkaline　 phosphatase(ALP),bone　 gla　protiein

(BGP),dentin　 sialophoshoprotein(DSPP)の

mRNA発 現 量 を リア ル タ イ ムPCR定 量 に て 調 べ

た。ectodinのmRNA発 現 量 も合 わ せ て 調 べ た 。

さ ら に,ectodinのshRNA発 現 ベ ク タ ー を製 作 し

て,ectodin　 knock　 downに よ る象 牙 芽 細 胞 様 細 胞

の 分 化,機 能 へ の 影 響 を調 べ た。 形 態 的 に はALP

染 色 とvon　 kossa染 色 の 二 重 染 色 を 行 い,ALP発

現 状 況 と象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の形 成 状 況 を調 べ た 。

【実 験 結 果 】

1)培 養 歯 髄 細 胞 の 分 化 へ の影 響

LiCl非 作 用 群(対 照 群)で はvon　 Kossa染 色 陽

性 の 石 灰 化 結 節 が 多 数 形 成 され て い た 。 一 方,

LiCl作 用 群 で は 対 照 群 に 比 べ て 結 節 形 成 が 減 少

し,ALP染 色 性 も 減 弱 し て い た ° 象 牙 芽 細 胞 様

細 胞 へ の 初 期 分 化 マ ー カ ー で あ るALPのmRNA

発 現 量 は,培 養5日 目で 対 照 群 に 比 べ てLiCl作 用

群 で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い ず

れ のmRNA発 現 も,培 養20日 目 で は 対 照 群 に 比

べ 半 分 とな って い た 。

対 照 群 に お け るectodin　 mRNAの 発 現 量 は,培

養5日 ～1O日 目 に か け て 上 昇 し,そ の 後 経 時 的

に 減 少 した 。 同 様 に β-cateninのmRNAの 発 現 量

も培 養10日 目 に ピ ー ク と な り,そ の 後 経 時 的 に

減 少 し た。Ectodinと β-cateninの 発 現 量 が 最 大

に な る 培 養10日 目 にLiClを 作 用 さ せ る と,

ectodin　 mRNA発 現 が 対 照 群 の 約2倍 に り,β-

cateninのmRNA発 現 量 は対 照 群 に比 べ て 約30%

の 増 大 を示 した。

2)Ectodinのknock　 downが 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞

に 及 ぼ す 影 響

Ectodinをknock　 downし た 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞

の 培 養5日 目 に お け るectodinのmRNA発 現 量 は,

knock　 downし て い な い 細 胞 と 比 較 して15%に 抑

制 され,knock　 downの 効 果 が 確 認 で きた 。 こ の

と き の β-cateninのmRNAは 非knock　 down細 胞

に 比 べ て有 意 に増 加 した 。 さ ら にectodinをknock

　downし た 細 胞 の 培 養20日 目のvon　 kossa染 色 で は,

対 照 群 に 比 較 し て 石 灰 化 結 節 の 数 は 減 少 し,

DSPPのmRNA発 現 量 も40%に 抑 制 され た。

【考 察 お よ び 結 論 】 培 養10日 目 に お い て 象 牙 芽

細 胞 様 細 胞 にLiClを 作 用 させ る と 分 化 が 抑 制 さ

れALP,BGP,DSPPのmRNAの 発 現 が 減 弱 して

象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の 数 も減 少 し た。 こ の と き

ectodinのmRNA発 現 量 は 増 強 し,Wntシ グ ナ ル

に 対 す る ネ ガテ ィブ フ ィ ー ドバ ッ ク機 構 の 存 在 が

示 唆 され た 。 さ ら にectodinのsiRNAに よ る ノ ッ

ク ダ ウ ンの 結 果 で は,象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 のDSPP

　mRNA発 現 量 の 抑 制 と 象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 形

成 の 減 弱 が示 され た こ と よ り,Wntシ グ ナ ル は象

牙 芽 細 胞 様 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 様 細

胞 へ の 分 化 を 促 す 方 向 に 調 整 して い る こ とが 判 明

した 。

本 論 文 に 関 して の 審 査 委 員 会 は 平 成27年2月

5日 に 開 催 され,審 査 委 員 よ り,実 験 方 法 の 再 現

性,研 究 の 臨 床 的 な意 義 に つ い て 質 疑 が あ り,そ

の い ず れ につ い て も 申請 者 か ら適 切 な 回 答 が得 ら

れ た 。 ま た,委 員 会 に お い て 論 文 の 文 章 お よ び 図

につ い て 加 筆,修 正 の 指摘 な され,後 日提 出 され

た論 文 に お い て 適 切 に改 訂 され て い た こ と を各 委

員 が確 認 した 。 審 査 委 員 会 は,本 論 文 が 歯 科 医 学

の 発展 に 寄 与 す る も の と認 め,申 請 者 は学 位 授 与

に値 す る と判 定 した 。
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