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研究成果の概要（和文）：われわれは実際に臨床展開が可能な歯数制御の分子メカニズムに着目した分子標的治
療による歯の再生研究に取り組んできた。CebpβとRunx2のダブル遺伝子改変マウスの表現型の解析を行った。
Cebpβが、エナメル上皮幹細胞のステムネスの維持や、上皮間葉転換が過剰歯の形成に関わることをin vivoで
明らかにした。エナメル上皮幹細胞様株mHAT9d細胞を用いたin vitro実験系においても、同様の結果を得ること
が出来た。更に、ヒトにおける過剰歯形成に対する歯原性上皮幹細胞の関与について検討し、歯原性上皮幹細胞
は，第３歯堤が原因ではない場合の過剰歯形成に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have been working on tooth regeneration research by molecular targeted 
therapy focusing on the molecular mechanism of tooth number control that can actually be applied 
clinically. The phenotype of double gene-modified mice of Cebpβ and Runx2 was analyzed. It was 
revealed in vivo that Cebpβ is involved in maintaining stemness of enamel epithelial stem cells and
 that epithelial-mesenchymal transition is involved in supernumerary tooth formation. Similar 
results were obtained in an in vitro experimental system using the enamel epithelial stem cell-like 
mHAT9d cells. Furthermore, the involvement of odontogenic epithelial stem cells in excess tooth 
formation in humans was examined, and it was suggested that odontogenic epithelial stem cells may be
 involved in excess tooth formation when the third ridge is not the cause.

研究分野：口腔外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の再生に関する研究は、これまで組織工学的な手法を用いた方法が数多く報告されてきたが、コストや安全性
等の問題で、臨床応用まで至っていない。そのため、われわれは実際に臨床展開が可能な歯数制御の分子メカニ
ズムに着目した分子標的治療による歯の再生研究に取り組んだ。将来的には国内に3000万人以上とされる欠損歯
患者を対象にエナメル上皮幹細胞にCEBP/βの分子標的薬を局所投与することにより歯を再生する治療法を確立
する。本研究が実用化されれば、歯科医療の抜本的改革に貢献できることに大きな意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯牙は、爬虫類以下は多生歯性であるのに対し、ヒトでは大臼歯が 1生歯性以外は 2生歯性

で、歯数は厳密に制御されている。これまでにわれわれは歯数制御による歯の再生医療を目指

し、過剰歯を有する種々の遺伝子欠損マウスの解析により、過剰歯の発症には少なくとも２つ

のメカニズムが存在することを明らかにしてきた。 

(1) 発生の過程で本来は退化消失していく歯胚が生き残り、発生が進んで形成される(図 1) 

(2) 歯胚内に存在するエナメル上皮幹細胞が、局所で上皮間葉誘導を起こし形成される(図 2) 

  

図１ 図２ 図３ 
われわれは BMP（骨形成タンパク質）のアンタゴニストである USAG-1 の遺伝子欠損マウスにお

いて、上記(1)の発症メカニズムが想定された過剰歯を認めることを報告した。更に、BMP-7 を

局所投与することによって歯数を増加できる可能性を示し、１つの標的分子を局所で操作する

ことにより器官である歯を形成することができる可能性を示した。鎖骨頭蓋異形成症の亜系に

おいては、RUNX2 遺伝子の変異が先天性無歯症の原因となることが近年報告された (Callea M, 

BMJ Case Rep, 2012)。そこで、先天性無歯症モデルマウス（Runx2 遺伝子欠損マウス）と過剰

歯モデルマウス（USAG-1 遺伝子欠損マウス）を交配したところ、歯の形成が回復することを見

出した。先天性無歯症の１つである無汗型外胚葉異形成は、その原因遺伝子として

EDA(ectodysplasinA)遺伝子が知られているが、近年そのモデル犬において、Eda 受容体のアゴ

ニスト活性を持った抗体製剤を生後投与することによって、無歯症が完全に回復することが報

告された。 

これらのことは、分子標的薬による歯の再生が現実的になったことを意味する．現在、われ

われは上記研究成果により日本医療研究開発機構（AMED）の創薬支援推進事業に、「希少疾患先

天性無歯症治療薬の開発研究-分子標的治療による欠損歯の再生」が歯科領域で唯一採択され、

USAG-1 を標的分子とした分子標的治療による欠損歯の再生を目指し、先天性無歯症治療薬の開

発に取り組んでいる。 

一方で、われわれは、CEBP/β遺伝子欠損マウスにおいて、上記(2)の過剰歯発症メカニズム

が想定される過剰歯が形成されることを見出した。更に、ヒトにおいてもその大きさ、形態、

位置、ステージが異なる多数の過剰歯を形成する(2)の過剰歯発症メカニズムが想定される非症

候群性の多発性過剰歯の症例を見出している（図 3）。以上より、先天性無歯症患者に対し

CEBP/βやその関連因子を標的分子として、その発現や、機能を抑制する低分子化合物や siRNA

等の分子標的薬を見出すことによって、先天性無歯症に対して、上記とは異なる有効性を持つ

治療薬を開発できるのではないかとの着想にいたった。 

 
２．研究の目的 
ヒトでは大臼歯以外は１度だけ生え変わる 2生歯性であり、歯数は厳密に制御されている。



これまでにわれわれは過剰歯について研究し、１つの分子により歯数が増加する事を明らかに

してきた。歯胚の発生が停止し、歯が形成されないために先天性無歯症となるが、発症を抑制

することが出来ないのが現状である。そこで本研究では、無歯症モデルマウス（Runx2、Eda、

Pax9、Msx1 遺伝子欠損マウス）と過剰歯モデルマウスである CEBP/β遺伝子欠損マウスとの交

配により歯の形成が回復するかどうかの検討を行い、CEBP/β やその関連因子を標的分子とし

た先天性無歯症の治療方法を開発する。さらに将来的には、その治療方法を歯の再生治療へ発

展させることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) In vitro 評価系の構築と低分子探索 

歯胚の器官培養、マウス腎被膜下移植などの in vitro で歯の形成をおこす実験系を用いる。 

上記で選定された原因遺伝子(Runx2)の無歯症モデルマウスの歯胚の器官培養系において

siRNA を用いて C/EBPβの機能を抑制し、in vitro で歯数を回復・増加させるシステムを確立

する。標的分子の発現または機能抑制および活性をもった低分子化合物の大規模スクリーニン

グを行うための低分子化合物のライブラリーの構築やシステムの製作などに関しては、京大薬

学研究科の有する１万種以上の化合物のライブラリーにアクセス可能である。標的分子のプロ

モーターを利用したルシフェラーゼアッセイなど、同時に大量の低分子化合物のスクリーニン

グ可能な細胞培養システムを用いて１万種ほどの化合物の中から標的分子の機能抑制および機

能亢進の作用を示す 5-10 種類に絞り込む。その化合物を利用し、歯の形成をおこす実験系を

用いて、局所での発現抑制/機能亢進により同様に歯数の回復・増加が再現できるシステムを確

立する。 

 

(2) In vivo 評価系の構築 

in vitro で歯数を増加させることのできた標的分子の siRNA や低分子化合物を用いる。それ

らを無歯症モデルマウスの歯胚部へ局所導入し、効率的に歯数を回復・増加させることのでき

る時期と発現量、発現部位を検討する。化合物に関しては、局所注入に加えて腹腔内投与、静

脈内投与、経口投与など歯胚の数を増加させる効率的な投与方法を検討する。 

 
４．研究成果 

Cebpβ(129sv)と Runx2(C57BL/6)のダブル遺伝子改変マウスの表現型の解析を行った。その

解析により、in vivo におけるエナメル上皮幹細胞のステムネスの維持や、上皮間葉転換に関

わる機序の解析を試みた。CebpβKO のアダルトマウスでは、μCTにて切歯の形成端に不透過性

病変を認め、エナメル質と象牙質の増生を認めた(13 匹中 4匹)。形成端そのものの大きさの縮

小と形成端における、エナメル上皮幹細胞のマーカーである Sox2 陽性像の有意な減少を認めた。

そのことより、Cebpβがエナメル上皮幹細胞のステムネスの維持に関わることを示すことがで

きた。胎生15日目の上顎切歯歯胚ではRunx2Hetと KOでは、過剰歯胚と考えられているlingual 

bud が生じ、Cebpβの KOも重なると相加的にその頻度、大きさが増していた。出生後 3ヶ月の

CebpβKORunx2Het では形成端に歯胚の形成  (12 匹中 4匹)を認めた。この結果より、過剰歯の

形成に関して、Cebpβと Runx2 は、相加的に働き、また、aging の影響を受けることが明らか

になった。CebpβKO マウスではエナメル芽細胞の極性の乱れとその周囲にエナメルマトリック

スの小塊がみられた。また、Runx2Het マウスにおいてもエナメル芽細胞の極性の乱れが観察さ

れた。更に、上皮間葉転換のマーカーである Nカドヘリンの陽性像を認めた。以上の結果より、

Cebpβと Runx2 は、ともに上皮間葉転換の抑制に関わることが明らかとなった。以上の結果よ



り、エナメル上皮幹細胞のステムネスの維持や、上皮間葉転換が過剰歯の形成に関わることを

in vivo で明らかにした。 

エナメル上皮幹細胞における Cebpβと Runx2 の機能の詳細を in vitro で明らかにするため

に、エナメル上皮幹細胞様株 mHAT9d へ CebpβsiRNA と Runx2 siRNA を添加したノックダウンの

解析を行った。最初に siRNA の mHAT9d 細胞への導入効率の最適化を検討した後に、効率的にタ

ーゲット遺伝子をノックダウンできるか検討した。mHAT9d 細胞において、Cebpβ、Runx2 siRNA

添加のより、mRNA の発現低下を sqPCR にて、また蛋白質の発現低下を Western Blotting にて

それぞれ確認した。更に、Runx2type1 特異的にノックダウンできるかどうかを Runx1, 

Runx2isoforms, Runx3 のｍRNA の発現を、同様に sqPCR にて確認した。mHAT9d 細胞において、

CebpβsiRNA 添加にて、Sox2 の発現低下を確認し、ステムネスが喪失する傾向を示したが、エ

ナメル上皮細胞の特異的な分化マーカーであるアメロジェニン、アメロジェニンの発現は確認

することはできなかった。mHAT9d 細胞を用いた in vitro 実験系においては、Cebpβだけでは、

ステムネス維持、エナメル上皮細胞の分化抑制に十分であるという結果は得ることが出来なか

った。次に、mHAT9d 細胞において、Runx2 siRNA 添加にて、上皮間葉転換が引き起こされるか

検討したところ、そのマーカーである Snail2 と間葉細胞のマーカーである N-Cadherin の発現

上昇を確認した。同様に、CebpβsiRNA 添加にて、Snail2 の発現確認しを確認した。興味深い

ことに、Runx2 siRNA 単独添加及び、Runx2 siRNA と CebpβsiRNA を同時に添加したところ、

Biglycan, Decorin, BMP4/6/7 の著明な発現上昇を認めた。更に、in vivo の Cebpβと Runx2

のダブル遺伝子改変マウスの上顎切歯形成端の過剰歯近傍の細胞にて Decorin の発現上昇を、

免疫染色にて確認した。以上の結果より、mHAT9d 細胞を用いた in vitro 実験系においても、

Cebpβと Runx2 が共調して、上皮間葉転換に関わることが明らかとなり、Cebpβが Sox2 の発現

維持に関連することも示された。 

エナメル上皮幹細胞がヒトにおいて、歯数制御に関わるとともに歯数の増加に貢献すること

が出来ることはこれまで明らかにされていなかった。そのために、ヒトにおける過剰歯形成に

対する歯原性上皮幹細胞の関与について検討した。過剰歯または乳歯抜歯症例４症例の歯牙組

織周囲の歯嚢の免疫組織学的検討を行った。第 3歯提由来の過剰歯の定義として， 1)過剰歯が

舌・口蓋側に発生する。2)石灰化のステージングが永久歯より後である。3)先行永久歯と形態

が類似していることとした。症例 1（21 歳）は第 3 歯堤由来と考えられる過剰歯，症例 2（12

歳）と症例 3（7歳）は第 3歯堤由来とは異なると考えられる過剰歯，症例 4（7歳）は乳歯の

症例とした。歯原性上皮細胞のマーカーとして CK15 および CK17，歯原性上皮幹細胞のマーカ

ーとして SOX2 の発現を検討した。本研究は京都大学医学研究科・医学部および医学部附属病院

医の倫理委員会の承認を得た。各症例の上皮組織において CK15 および CK17 の発現を認めた。

SOX2 陽性細胞は症例 2の歯原性上皮のみで発現を認めた。症例 2における SOX2 と CK17 の共発

現を確認するために，同じセクションで二重免疫組織化学を実施し，歯原性上皮細胞での共発

現を確認した。さらに，SOX2 の発現が年齢または歯の種類に依存していたかどうかを検討する

ために，発達中の過剰歯と同様の年齢層の正常な乳歯の歯嚢を取り囲む上皮組織における SOX2

の発現を調べたが，どちらの組織でもその発現を検出できなかった。歯原性上皮幹細胞は，第

３歯堤が原因ではない場合の過剰歯形成に関与する可能性が示唆された。 
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