
エナメル芽細胞における CBFA―1/Ranx 2の局在

緒 言

鎖骨頭蓋異骨症（Cleidocranial Dysplasia,

CCD）は上顎や鎖骨の形成不全，過剰歯胚およ

び歯の萌出異常も生じる疾患である。近年，

CCD患者の転写因子 Core Binding Factor A―1

（CBFA―1，Ranx 2）を codeする染色体の塩基

配列に異常があり，CBFA―1のヘテロ変異マウ

スではヒトの CCDと一致した表現型を示した

ことから，CBFA―1は CCDの原因遺伝子であ

ることが同定された1）。また，その後の研究に

よって CBFA―1は骨芽細胞や軟骨芽細胞の分

化を調節する重要な転写因子であることも明ら

かにされた2,3）。

CBFA―1のmRNA発現は BMPによって誘導

されるという報告2，4～9）がなされ，CBFA―1は

BMPの下流にある骨芽細胞の分化における主

要な転写因子であることが明らかとなった。

BMPは骨組織のマトリックスに含まれるタン

パクで，異所性の骨形成能を有する10，11）。また，
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Abstract

Mutations in Runx 2/CBFA―1（Core binding protein A―1）cause cleidocranial dysplasia（CCD）,
an autosomal dominant disorder in humans and mice characterized by defective bone formation.
CCD also results in dental defects. Runx 2 is a critical transcriptional regulator of osteoblast dif-
ferentiation, and also has an important role for this molecule in the tooth formation. However, lit-
tle is known about function in the ameloblasts of the maturation stage. Therefore, Runx 2 localiza-
tions of ameloblasts were investigate in ameloblasts during amelogenesis in rat incisor, by means
of immunohistochemistry. In the transitional stage, the ameloblasts and the outer enamel epith-
lium showed an intense immunoreactivity. The periodicaly stained bands were appeared in the
maturation stage. The periodic bands were corresponded with the transitional region of
ameloblastic modulation. During the modulation, immunoreactivity was detected in the ruffled―
ended ameloblasts and the cells of pappilary layer. Runx 2 plays an important role in the differen-
tiation of the amelobasts and enamel formation.
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BMPは胎児の軟骨および骨組織の骨格形成お

よび成体における骨折治癒過程など，とくに硬

組織形成における骨芽細胞の初期分化に重要な

働きを担っていることも報告されている12～16）。

稲毛ら17）は臼歯を用いた CBFA―1の免疫組織化

学的研究を行い，CBFA―1が歯の形成過程にお

いて上皮間葉の signal伝達物質として重要な

役割を果たしていることを報告した。

Thesleffと Nieminen18），および Vaahtokariら19）

は，歯の形成過程においても様々な成長因子や

転写因子が関与しており，BMPは上皮―間葉相

互作用における signal伝達物質で，エナメル芽

細胞や象牙芽細胞などの分化およびアポトーシ

スを調節していることを報告した。成熟期では遠

心 端 に ruffle borderを 持 つ ruffled―ended

ameloblast（RA）と遠心端に ruffle borderを持た

ない smooth―ended ameloblast（SA）が交互に出

現するamelo-blastic modulationがみられる。

エナメル芽細胞が示す形態変化は何らかの因子

によって制御されていると考えられるが，どの

ような因子であるか知られていない。そこで，

著者らは，ラット切歯の成熟期エナメル芽細胞

における CBFA―1の局在を免疫組織化学に

よって検索した。

材料および方法

1．組織学的方法

実験動物は体重約 40 gのWistar系ラットを

使用した。体重 10 g当たり 0.5 mgの割合で

Nembutal（Dainabot）を投与して麻酔を行った

のち，左心室より約 3分間灌流固定を行い，同

固定液でさらに 4℃，4時間浸漬固定を行った。

次いで，0.1 M EDTA（pH 7.4）で 3週間脱灰を

行い，エタノールで脱水し，パラフィン包埋を

行った。その後，切歯が矢状断される方向に切

片を作製し，スライドガラスに貼付した。

2．免疫組織化学的方法

1）抗体

polyclonal goat anti―human CBFA―1（Santa

Cruz Biotechnology）を用いた。この抗体は，

使用した他の抗体とそれぞれ交差反応を示さな

いことおよびマウス CBFA―1およびマウス

BMP―4と交差反応を示すことを免疫ブロッ

ティング法で確認した。

2）免疫染色

切片をキシレンで脱パラフィンし，0.3% H2O2

を含むメタノール溶液で 30分間処理して内因

性ペルオキシダーゼを不活化した。次いで，切

片は下降エタノールを用いて親水処理を行った

のち，pH 7.4の 10 mM PBSで 10分間，2回洗

浄した。さらに，非特異的反応を防止するため

に 10％ウサギ正常血清（ニチレイ）で 20分間処

理してブロッキングを行った。一次抗体を切片

上で反応させたのち，Biotin標識ウサギ抗ヤギ

IgG抗体（ニチレイ）を反応させた。その後，

Streptavidin―HRP（Perkin Elmer Life Sciences）

を反応させて 37℃で 1時間，インキュベート

し，さらに Biotin Tyramide（Perkin Elmer Life

Sciences）を 37℃で 20分間インキュベートし

た。これによりラジカル化された Tyramideが

HRPのごく近傍の組織やブロッキングタンパ

クに結合して免疫反応を増感する。その後再び

室温で Streptavidin―HRPで反応し，0.03% H2O2

および 3 ’ 3 ― diaminobenzidine hydrochloride

（DAB）を含む溶液で発色反応を行った。さら

に，切片を 1% methyl greenで核染色を行い，

光顕下で免疫反応の局在を観察した。

対照実験は一次抗体のかわりに PBS，ある

いはウサギ正常血清を用いて同様に反応を行っ

た。

成 績

成長端では，免疫反応が cervical loopの内エ

ナメル上皮にみられる（第 1図）。免疫反応は細

胞質あるは核内にみられた。前エナメル芽細胞

では免疫反応は弱いが，エナメル質が形成され
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た分泌期エナメル芽細胞では免疫反応性は増加

した（第 2図）

分泌終期ではエナメル芽細胞の遠心端の

Tomes突起が消失し，遠心端は平坦になる。

この後，エナメル芽細胞は背丈が低くなり，移

行エナメル芽細胞になる。移行期エナメル芽細

胞およびその上部の乳頭層細胞にみられた（第

3図）。

移行期以後，エナメル芽細胞はさらに背丈を

減じ成熟期エナメル芽細胞になる。成熟期で

は，遠心端に ruffle borderを持つ ruffled―ended

ameloblast（RA）と遠心端に ruffle borderを持た

ない smooth―ended ameloblast（SA）が交互に出

現する“ameloblastic modulation”がみられる。

RAでは terminal barは基底端，SAでは遠心端

に位置している。成熟期では切端側に向かうに

したがい，細胞内に ferritin顆粒が増加し，pig-

mentation stageになる。移行期になると免疫

反応は，移行期エナメル芽細胞および乳頭層細

胞に反応が強かった。

成熟期の弱拡大像では，エナメル芽細胞層に

強い免疫反応を示す periodic bandが観察され

た（第 4図）。bandingは接合上皮に至る pigmen-

tation stageにもみられた。強拡大で観察する

と，免疫反応は RAおよびその上部の外エナメ

ル上皮に強かった。SAの bandでは免疫反応

は SAにはみられず，その上部の乳頭層細胞お

よび外エナメル上皮に観察された。

考 察

CBFA―1は collagenなどの細胞外マトリック

スの 5’領域に結合領域を持つことから，骨芽細

胞の分化を調節する重要な転写因子であること

が報告されている2，3）。しかし，硬組織形成にお

ける CBFA―1の役割は充分に知られていな

い。

CBFA―1の作用は TGF―β8）および BMPにお

け る signalingと 密 接 な 関 係 を 持 っ て い

る2，4～9）。BMPにおける signalの伝達は BMPリ

ガンドが BMP receptor（BMPR）と結合するこ

とにより開始される19）。BMPが receptorに結

合すると，receptorがリン酸化され，活性化し

た�型 receptorは Smad―1，―5，―8をリン酸化

し，Smad―4と複合体を形成する。Smadの複

合体は細胞質から核へ移行し，核の中で他の転

写因子や転写共役因子とともに標的遺伝子の発

現を誘導すると考えられている20，21）。

BMPR―IAおよび IBは機能が異なってお

り，in vitroの実験7）では，骨芽細胞あるいは脂

肪細胞に分化することが可能な 2 T 3細胞に，

BMP―2を加えて培養を行った場合では，2 T 3

細胞は CBFA―1，アルカリホスファターゼ（Al-

kaline Phosphatase, ALPase）および osteocalcin

を合成することから BMPR―IBが骨芽細胞の分

化に重要な signalを伝達していることを証明

した。

近年の報告では，Zaidiら22）は活性化した

Smadは CBFA―1が存在する場合にのみ細胞の

核内に留まることが可能であることを示した。

さらに，CBFA―1のmRNA発現は BMP―2，―4，

―7によって誘導されるという報告2，4～9）がなされ

たことから，CBFA―1は BMPと BMPRによっ

てmRNAの転写レベルが促進され，Smadを

介して核内で target遺伝子の転写レベルを調

節しているものと考えられた。

骨芽細胞の分化の stageは，骨芽細胞の産生

する基質タンパクによって推定されている23）。

骨芽細胞の前駆細胞は type I collagen, ALPase

および osteonectinを発現する。これより分化

の進んだ stageの前骨芽細胞では osteopon-

tin，さらに BSPを産生する。成熟した骨芽細

胞では，osteocalcinを産生し，骨芽細胞は分

化が進行するにしたがい，異なった種類の細胞

外マトリックスを合成することが報告されてい

る。従来の研究で，BMPは骨芽細胞の初期分

化に深く関係していることが報告されてい
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第 1図 成長端

第 3図 分泌期エナメル芽細胞

第 5図 成熟期中期のエナメル芽細胞

第 2図 前エナメル芽細胞と分泌期エナメル芽細胞

第 4図 成熟期初期のエナメル芽細胞

第 6図 成熟期後期のエナメル芽細胞
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る24～26）。

骨芽細胞の分化における CBFA―1の機能は

充分に解明されていない。CBFA―1ホモ変異体

マウスでは3，27，28～30），膜性骨化や軟骨内骨化がみ

らないこと，および osteocalcinや osteopontin

などの骨マトリックスタンパク遺伝子の

mRNAを発現する成熟した骨芽細胞がみられ

なかったことから，CBFA―1は骨芽細胞の分

化，とくに成熟する時期で重要な役割を果たす

転写因子であることを示唆されている。また，

CBFA―1ホモ変異体マウスでは頭蓋冠の膜内骨

発生する部位の間葉細胞で ALPaseを発現して

いたことから，分化のきわめて初期段階の骨芽

細胞がみられることが報告された。しかし，

Tsujiら4）は osteocalcinや osteopontinノックア

ウトマウスでは CBFA―1のmRNAは発現して

いるが，成熟した時期の骨芽細胞が観察された

ことを報告した。この所見は CBFA―1が骨芽

細胞の初期分化にも関係していることを強く示

唆している。

ThesleffとNieminen17）, および Vaahtokariら18）

は歯の形態形成において様々な成長因子や転写

因子が関与しており，enamel knotが BMPな

どの成長因子の合成分泌を行い，歯の形態形成

における signal中心であると報告している。

歯の形成過程における CBFA―1の研究は

D’Souzaら5）の ISHを用いた研究によって詳細

に研究されている。CBFA―1ホモ変異体マウス

ではエナメル芽細胞および象牙芽細胞への分化

はみられず，エナメル質や象牙質にも変形や減

形成がみられた。マウス臼歯における CBFA―1

mRNAの発現は蕾状期と鐘状期初期の歯乳頭

細胞に発現し，生後では分泌期エナメル芽細胞

に強く発現することを示した。また，器官培養

を用いた実験では，歯乳頭の CBFA―1 mRNA

の発現レベルはエナメル器の上皮細胞によって

調節されていることが示された。したがって，

CBFA―1は歯の形成の開始期や初期の細胞分化

で上皮・間葉の signaling networkに関係して

おり，エナメル芽細胞の分化や形態形成に深く

関係していると考えられた。

また，稲毛ら17）は臼歯を用いた CBFA―1の免

疫組織化学的研究を行い，免疫反応は蕾状期の

歯堤の上皮細胞，帽状期歯胚では primary

enamel knotの上皮細胞と鐘状期歯胚では sec-

ondary enamel knotの上皮細胞歯乳頭，分泌期

エナメル芽細胞および歯小嚢の細胞にみられ

た。また，Hertwig上皮鞘付近のエナメル芽細

胞，セメント芽細胞，および歯小嚢の細胞に反

応がみられ，CBFA―1は歯の形成過程だけでは

なく，歯根および歯周組織の形成にも関与して

いることが示唆された。このことから BMPお

よび BMPRを介して CBFA―1に伝達される

signalは顎顔面の骨組織形成とその形態形成お

よび歯や歯周組織の形成に重要な役割を果たし

ているものと考えた。

これらの研究においてもエナメル芽細胞の分

化，特に成熟期における研究は行われていな

い。CBFA―1の免疫反応はエナメル芽細胞の分

化の全 stageで観察された。この所見は CBFA

―1がエナメル質形成特にエナメル芽細胞の分

化に重要な役割を果たしていることを示してい

る。移行期においては約 25％のエナメル芽細

胞が死滅し，残りのエナメル芽細胞は成熟期に

移行するために，再分化を行う。このように移

行期において，エナメル芽細胞には劇的な変化

が生じる。CBFA―1はこの時期に生じるエナメ

ル芽細胞は変化を調節しているものと考えられ

た。

成熟期においては ameloblastic modulation

がみられる。このエナメル芽細胞の形態学的な

変化は様々な因子によって調節されていると考

えられるが，具体的な因子に関しては未だ同定

さ れ て い な い。CBFA―1の 免 疫 反 応 は

ameloblastic modulationで繰り返し出現する

RAに一致して観察された。このことは CBFA―
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1が RAの形態や形態維持に重要な役割を果た

していることを示している。一方，SAには免

疫反応はみられなかった。現在までの研究では

SAに特異的に現れる因子は同定されていな

い。ameloblastic modulationを調節する因子に

関して今後研究されることが要求される。

結 論

転写因子 Core Binding Factor A―1（CBFA―1,

Ranx 2）は鎖骨頭蓋異骨症の原因遺伝子である

ことが報告され，骨形成のみならず歯の形成に

おいても重要な機能を持つことが示唆されてい

る。しかし，エナメル質形成とくに成熟期形成

における機能は明らかにされていない。そこ

で，ラット切歯における CBFA―1の局在を免

疫組織化学的方法を用いて検索を行い，以下の

結論を得た。

成長端では，免疫反応が cervical loopの内エ

ナメル上皮にみられた。エナメル質形成が開始

されると分泌期エナメル芽細胞に免疫反応性が

増加した。免疫反応は細胞質あるいは核内に局

在していた。移行期になると免疫反応は移行期

エナメル芽細胞およびその上部の乳頭層細胞に

みられた。成熟期の弱拡大像では，エナメル芽

細胞層に強い免疫反応を示す periodic bandが

観察された。bandingは接合上皮に至る pigmen-

tation stageにもみられた。強拡大で観察する

と，免疫反応は ruffle―ended ameloblastおよび

その上部の外エナメル上皮に強かった。smooth

―ended ameloblastの bandでは免疫反応は SA

にはみられず，その上部の乳頭層細胞および外

エナメル上皮に観察された。CBFA―1はエナメ

ル質形成を通してエナメル芽細胞の分化に重要

な役割を果たしているものと考えられた。
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付図の説明

図は全てラット切歯における CBFA―1抗体を用

いた免疫を行った光顕像×20

第 1図 成長端

内エナメル上皮（IEE）に反応がみられる。

第 2図 前エナメル芽細胞と分泌期エナメル芽細

胞

エナメル質形成が開始されると分泌期エナメル

芽細胞（ScA）に免疫反応がみられる。

DP：歯髄，PA：前エナメル芽細胞，PDL：歯根膜

第 3図 分泌期エナメル芽細胞

分泌期エナメル芽細胞（ScA）の免疫反応は強い。

DP：歯髄，Od：象牙芽細胞

第 4図 成熟期初期のエナメル芽細胞

遠心端に ruffle border を持つ ruffled ― ended

ameloblast（RA）には免疫反応がみられるが，smooth

―ended ameloblast（SA）にはみられない。

ES：エナメルスペース，PDL：歯根膜

第 5図 成熟期中期のエナメル芽細胞

免疫反応は RAにがみられるが，SAにはみられ

ない。

ES：エナメルスペース

第 6図 成熟期後期のエナメル芽細胞

免疫反応は RAみられる。

ES：エナメルスペース

日本大学歯学部紀要 31, 17―24，2003

― 24 ―


