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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯および四肢発生時の形態形成におけるBMPシグナリングの役割につい
て検討を行った。歯および四肢発生時にプログラム細胞死が生じる部位にBMPリガンド、リン酸化SMADの発現が
亢進することが分かった。さらに、胎生期マウスから単離した歯および四肢をp53細胞死経路阻害薬と共に器官
培養し、分子レベルでの解析を行った結果、p53細胞死経路が歯および四肢発生時の形態形成に重要な役割を果
たしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the BMP signaling function on tooth and limb 
formation during their development. We found that BMP ligands and phospho-SMADs were expressed in 
the area where programed cell death occurs. Further, tooth and limb bud organ culture with p53 
inhibitor revealed that p53 pathway plays important role in tooth and limb formation.

研究分野： 矯正歯科
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１．研究開始当初の背景 

 四肢の形状は種によって大きな違いが見

られる。一例として、アヒルの足には水かき

があるが、ニワトリの足には無い。後者の場

合、水かきに当たる細胞が発生の過程で細胞

死を起こすためである。哺乳類の四肢発生に

おいても同様の現象が見られる。発生初期の

胎児には指間部に水かき様組織が見られる

が、発生が進むに従って指間組織がプログラ

ム細胞死を起こし、消失する。これまでに多

くの研究がなされ、指間部において BMP リガ

ンドおよび BMP-Smad シグナリングの標的遺

伝子発現が亢進すること、また、この BMP シ

グナリングの亢進が細胞増殖を阻害する、あ

るいは、細胞死を誘導することにより、合指

症・多指症をはじめとした様々な四肢の形態

異常に関与することが報告されている。しか

し、その分子学的メカニズムについては未だ

不明な点が多い。 

 歯の発生においても同様の現象が見られ

る。歯の発生過程において歯原性上皮組織の

一部に細胞死および細胞周期進行の停止が

おこる。しかし、その周辺の細胞は成長を続

けるためエナメル上皮の一部に凹みが形成

される。この部分がエナメルノットと呼ばれ

る構造で、歯の咬頭形成に重要である。この

帽状期および鐘状期のエナメルノットにお

いて、DNA の分断を伴う細胞死の亢進、G1 期

における細胞周期進行の調節因子として知

られる p21 発現と細胞増殖の低下が報告さ

れている。同時期のエナメルノットでは Bmps、

Shh、Fgfs、Wnts が発現することから、これ

らのサイトカインが細胞死および p21 を介

した細胞増殖阻害に関与する可能性が考え

られる。しかし、どの因子により調節される

か、またその分子学的メカニズムは未だ明ら

かになっていない。 

 

２．研究の目的 

脊椎動物、無脊椎動物に関わらず、プログラ

ム細胞死は生物の発生および形態形成にお

いて必要不可欠なプロセスである。Bone 

morphogenetic protein (BMP)は、肢芽形成

の初期から骨格形成に至る様々な場面で多

様な発現パターンを示し、BMP シグナリング

の変異が様々な組織の形態異常を起こすこ

とから、形態形成におけるプログラム細胞死

に深く関わっていることが示唆されている。

特に歯や四肢の形態形成に BMP が深く関わ

っていることが報告されている。本研究では、

四肢および歯の発生において BMP シグナリ

ングがどのように細胞死あるいは細胞周期

進行の停止を誘発し、これらの形態形成を制

御するか、その分子学的なメカニズムを検証

する。これらの研究結果は、指（合指症・多

指症等）や歯（象牙質及びエナメル質形成不

全・結節等）の形態異常を症状とする疾患の

原因や、特異的な治療法の確立にもつながる

ことが期待される。 

 

３．研究の方法 

①四肢および歯の発生において認められる

細胞死あるいは細胞増殖の抑制が BMP-Smad 

シグナリングを介した p53 経路の活性に由

来するかどうかを明らかにする。 

 申請者は予備実験において p53 特異的阻

害薬である Pifithrin-αが肢芽の発生に影

響を与えることを発見した。これらの結果か

ら、BMP シグナリングを介した p53 経路の活

性が四肢の形態形成に重要な役割を果たす

可能性が示唆された。 

これを証明するために、本実験では野生型マ

ウス胎仔の肢芽の切片を作成し、免疫組織化

学染色法を用いて、上皮組織における

pSMAD1/5 および p53 の発現を検出する。マ

ウス胎仔の歯胚においても同様の実験を行

った。 

 次に遺伝子変異マウスにおける BMP シグ

ナリングの亢進が四肢および歯の発生に及

ぼす影響を検討した。申請者は過去に



caBmpr1a マウスを用いて、頭蓋顔面の軟骨

における BMP シグナリングが p53 経路を介

した細胞死を亢進することを発見した。本研

究では、四肢および歯の発生においても同様

に BMP シグナリングを介した細胞死が関与

しているかどうかを検討した。申請者は顎顔

面領域で BMP I 型受容体を亢進させた

caBmpr1a:P0-Cre mouse の組織を用い、免疫

染色を行うことにより BMP シグナリングの

亢進が歯の形態に及ぼす影響を対照群と比

較した。 

②特異的阻害剤を用いた BMP-Smad シグナリ

ングあるいは p53 経路の抑制が四肢および

歯の発生に与える影響を明らかにする。 

 四肢の形成については古くから BMP シグ

ナリングによる細胞死の亢進が、指間部組織

のみならず指の形態形成に影響を与えると

考えられてきた。BMP4 を染み込ませたビー

ズをニワトリ胚肢芽に埋入した実験では、ビ

ーズ周囲組織で細胞死が亢進し、合指が起こ

ることが報告されている。同様に、歯胚を用

いた器官培養実験でも BMP2 あるいは BMP4 

を染み込ませたビーズが歯源性上皮組織に

おいて p21 の発現を亢進することが報告さ

れている。 

 申請者はこれまでに、肢芽および歯胚の器

官培養を行い、これら組織の形態形成を観察

してきた。さらに、BMP−Smad シグナリング

特異的阻害剤であるLDN11)、あるいはp53 特

異的阻害薬である Pifithrin-αを用いて、

caBmpr1a:P0-Cre マウスの頭蓋顔面にみら

れる形態異常を改善することに成功した。本

研究においても同様にマウスの肢芽および

歯 胚 の 器 官 培 養 を 行 い 、 LDN お よ び

Pifithrin-αを用いて BMP シグナリングの

亢進により認められる四肢および歯の形態

形成の改善を試みた。 

 

４．研究成果 

本研究の予備実験として p53 阻害薬である

Pifithrin-α存在下で胎生１２日目野生型

マウスの前肢の器官培養を行った。その結果

培養６日目に対照群では指の形成が見られ

たが、Pifithrin-α作用群肢芽では正常な指

の形態形成が阻害されることを発見した。 

 次に野生型マウス胎生 14 日目・16 日目・

18日目の下顎臼歯を用いたp53細胞死経路の

活性化について調べた。胎生 14 日目・16 日

目・18 日目野生型マウス胎児から下顎骨を単

離し、実験群として、p53 の特異的阻害薬で

ある Pifithrin-αを添加した培養液を用い

た器官培養を行った。その後、Pifithrin-α

非添加群である対照群と実験群の歯冠形態

を比較した。この結果、胎生 14 日目の実験

群では歯冠形態の異常が見られた。しかし、

胎生 16 日目・18 日目ではその差が僅かであ

った。また、その形態異常の程度は一定では

なく、個体間で差があった。 

 次に、この形態異常が p53 細胞死経路の抑

制によるものであることを調べるために、器

官培養後の組織を用いて分子レベルでの解

析を行った。方法としては、６日間器官培養

した胎生 14日目の下顎臼歯から mRNA を抽出

し、逆転写法を用いて mRNA から DNA を精製

した後、リアルタイム PCR 法を用いて p53 細

胞死経路の活性化に関わる遺伝子の発現量

を実験群と対照群とで比較した。その結果、

Pifithrin-α添加群ではp53細胞死経路の活

性化が優位に抑制されることが分かった。こ

れらの結果から、p53 経路を介した細胞死が

肢芽の発生に重要な役割を果たすことが示

唆された。 

 次に、BMP シグナリングと p53 細胞死経路

の関係を調べるため、遺伝子改変マウスの組

織を用いた実験を行った。方法としては、神

経堤細胞特異的にBMPシグナリングを亢進さ

せたコンディショナルノックインマウス

(caBmpr1a:P0-Cre mouse)歯胚、および、同

腹子コントロールマウス歯胚のパラフィン

切片を作成した。我々の仮説に反して遺伝子



改変マウスと対照群では下顎臼歯の形態に

大きな差は認められなかった。しかし、免疫

染色法を用いてp53細胞死経路の活性に関わ

る分子の産生量を両者で比較した。その結果、

発生中の caBmpr1a:P0-Cre mouse マウス歯胚

において、p53 細胞死経路に関わるタンパク

の産生が亢進している傾向が見られた。 

 上記の器官培養法を用いてBMPシグナリン

グ阻害薬である LDN を用いて、BMP シグナリ

ングの減少が組織の形態形成に与える影響

を検討した。この結果、Pifithrin-α作用群

と同様に LDN 添加群では、胎生マウス前肢の

形態形成に異常が見られた。さらに、LDN 添

加群器官培養組織を用いて分子レベルでの

解析を行った結果、Pifithrin-α添加時と同

様に対照群と比較してp53細胞死経路の活性

化が優位に抑制されることが分かった。これ

らのことから BMP−p53 経路を介した細胞死

が肢芽の発生に重要な役割を果たすことが

示唆された。 
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