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研究成果の概要（和文）：歯は、上皮細胞および神経堤由来間葉細胞の２種類の細胞が相互に作用することで形
態形成が開始される。歯の発生において、咬頭形成は、エナメルノットにおける厳密な細胞増殖のコントロール
により行われていることが知られているが、その詳細は不明である。本研究では、発生初期の歯胚を用いてCAGE
解析を行い、歯に特異的に発現する遺伝子の中から、歯の形態形成関わると思われるNkx2-3を同定した。さら
に、Nkx2-3は、EDAの下流で、細胞増殖制御因子であるp21の転写制御を行うことでエナメルノット形成を制御し
ている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Tooth morphogenesis is initiated by reciprocal interactions between the 
ectoderm and neural crest derived mesenchyme. During tooth development, tooth cusps are regulated by
 precise control of proliferation of cell clusters, termed enamel knots, that are present among 
dental epithelial cells. However, the mechanisms of tooth formation are still unclear. In this 
study, we performed CAGE analysis using early stages of tooth germ, and identified Nkx2-3, which may
 regulates tooth morphogenesis. We also demonstrate that Nkx2-3 is a target molecule of EDA and 
critical for expression of the cell cycle regulator p21 in the enamel knot. 

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯　上皮－間葉相互作用　CAGE　形態形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯、毛、唾液腺、肺および腎臓など、上皮－間葉相互作用によって形成される器官は、その複雑な形成過程か
ら、再生は未だ困難な状況にある。これは、２種類以上の細胞の組み合わせによる形態形成の難しさを示してお
り、形態形成期における制御機構の解明が期待されていた。本研究では、歯、毛、唾液腺、肺および腎臓の初期
発生に関わるトランスクリプトーム解析をCAGE法を用いて行い、新規形態形成因子の検索を行い、歯の咬頭形成
に重要である転写因子の同定に成功した。本研究成果は、再生器官へ正しい形態を付与する技術へ応用すること
が可能であり、将来の器官再生技術への応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 歯、毛、唾液腺、肺および腎臓など、上皮−間葉相互作用によって形成される器官は、その複
雑な形成過程から、再生は未だ困難な状況にある。これは、２種類以上の細胞の組み合わせによ
る形態形成の難しさを示しており、形態形成期における制御機構の解明が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでの研究で、歯から毛が生じる遺伝子欠損マウスの解析過程で、歯から毛への運
命決定転換は少ない遺伝子の調節によって行われていることを発見し、上皮−間葉相互作用の初
期陥入に重要な遺伝子はある程度共通の因子によって行われている可能性を見出した。そこで
今回、歯、毛、唾液腺、肺および腎臓の初期発生に関わるトランスクリプトーム解析を CAGE 
(Cap analysis of gene expression)法を用いて行い、新規の形態形成因子の同定を試みることを目的
として研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 すべての動物実験プロトコールは九州大学動物実験倫理審査のもと実験を遂行した。胎生１
４日齢マウス (E14)歯胚および胎仔から total RNA を抽出し、Bioanalyzer (Agilent)を用いて RNA 
quality を確認し、RIN number 8.5 以上のサンプルを用いて解析を行った。CAGE 解析は
DNAFORM 社 (横浜、日本)に依頼し、解析を行い、遺伝子発現解析は Subio Platform, version1.18 
を用いて行った。同定した因子の中から、歯の咬頭形成に関わると考えられる Nkx2-3 について、
機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
CAGE 法による網羅的遺伝子解析 
上皮−間葉相互作用により形成される器官に共通して発現する因子を同定するため、歯、肺、唾
液腺、毛および腎臓を用いて、初期発生の上皮陥入がおこる時期に着目し、CAGE 法 (Cap analysis 
of gene expression)を用いて遺伝子スクリーニング解析を行った。CAGE 解析により、それぞれの
器官に特異的にピークを示す転写開始点をそれぞれ 50 個前後、歯、唾液腺、毛、肺および腎の
すべてに共通して発現するが、胎仔全身ではほとんど発現しない転写開始点を 19 個同定した。
これらの因子の中には、2-5 個の未だ報告されていない転写開始点を含んでいた。 
 歯の形態形成に重要な因子を同定するため、歯に特異的な遺伝子群の中から、転写因子に着目
し、Nkx2-3 を選定し解析を行った。 
 
歯の発生における Nkx2-3 の発現解析 
 Nkx2-3 が属する NK2 homeobox family は器官の形成に重要であることが知られている。我々
は CAGE 解析および microarray 解析により歯の発生の初期に強く発現する Nkx2-3 を同定した 
(下図)。また、様々な臓器における Nkx2-3 の発現を確認したところ、歯だけでなく、唾液腺に
も強い発現を示した (下図)。さらに他の Nk2 homeobox family の様々な臓器における発現を確認
したところ、Nkx2-4, Nkx2-5, Nkx2-6, Nkx3-1 において歯に発現を認めた。 
さらに歯の発生における発現パターンを解析するため、マウス胎児歯胚 E11-P7 までを摘出し、
確認したところ、歯の発生時期において形態形成期に強い発現を認めた (下図)。 
次に、歯の発生における Nkx2-3 の局在を、免疫染色法を用いて確認した。Nkx2-3 は、帽状期
にあたる E14 歯胚において、first enamel knot への局在を認めた (下図)。さらに鐘状期にあたる
E16 歯胚において、2nd enamel knot への局在を確認した。さらに、enamel knot のマーカーとして
知られる p21 の発現を確認したところ、Nkx2-3 と共局在していたため、Nkx2-3 は歯胚形成期の
enamel knot に発現していることが示された。 
以上の結果から、Nkx2-3 は歯と唾液腺に強く発現し、歯の発生初期の形態形成期において、咬
頭形成に重要とされるエナメルノットに局在している可能性が示された。 
 
Nkx2-3 の歯の発生に与える影響 
 Nkx2-3 は歯の発生過程において、咬頭形成に重要と思われるエナメルノットに発現している
ことが確認された。そこで、Nkx2-3 siRNA を用いて、器官培養法にて歯の形態形成に与える影
響を確認した。E13 マウス歯胚を摘出し、Nkx2-3 siRNA を遺伝子導入したところ、コントロー
ル群と比較して咬頭の高さが有意に減少していた (下図)。さらに、Nkx2-3 siRNA 群において、
p21 の発現が有意に減少し、細胞増殖マーカーである Ki67陽性細胞の増加が認められた。p21 は
細胞増殖抑制因子として働き、咬頭形成においては、エナメルノットの細胞増殖を抑制すること
で、咬頭形成を制御していることが報告されている。Nkx2-3 siRNA により p21 の発現が抑制さ
れたことから、Nkx2-3 は、p21 の発現制御を介して咬頭形成を制御している可能性が示唆され
た。 
 



Nkx2-3 による細胞増殖制御 
Nkx2-3 は p21 を介して、細胞増殖を制御しながら咬頭形成に関与している可能性が考えられ
た。そこで、これまでに樹立した歯原性上皮幹細胞株 M3H1 を用いて、実験を行った。Nkx2-3
発現ベクターを作成し、M3H1 に遺伝子導入したところ、細胞増殖が抑制された。さらに BrdU
取り込み細胞数の減少、Ki67陽性細胞数の減少を認めた。次に、western blotting 法にて細胞増殖
関連因子を確認したところ、Nkx2-3 過剰発現群において、Ki67 の減少および p21 の増加が認め
られた。さらに、免疫染色法においても、p21陽性細胞数の増加が認められた。以上の結果から
Nkx2-3 は p21 の発現を誘導し、細胞増殖を抑制している可能性が示唆された。 
 
Nkx2-3 による転写制御 
 Nkx2-3 はホメオボックスファミリーに分類される転写因子として知られている。これまでの結
果から、p21 の発現制御に関与している可能性が示唆されたため、p21 のプロモーター領域に直
接結合して転写制御を行っている可能性が考えられる。そこで、Nkx2-3 siRNA を遺伝子導入し、
p21 の mRNA 発現を確認したところ、抑制が認められた。さらに、p21 のプロモーター領域を解
析し、Nkx2-3結合予測配列を検索したところ、転写開始点の 328bp 上流に、GTACTCモチーフ
を発見した。そこで、p21 プロモーターにおいて、同配列に変異を導入し、プロモーター活性を
ルシフェラーゼ解析にて評価したところ、Nkx2-3 遺伝子導入群において、p21 プロモーター活性
が上昇していたが、変異導入群においては、上昇は認められなかった。さらに、ChIP assay にて、
Nkx2-3 の p21 プロモーター部への結合を評価したところ、p21 転写開始点の 300bp 上流に Nkx2-
3 の結合が認められた。以上の結果から、Nkx2-3 は p21 プロモーター領域において、転写開始点
近傍の結合領域に直接結合し、転写制御を行っている可能性が示唆された。 
 
EDA/EDARシグナル経路による Nkx2-3 の発現制御 
 EDA/EDARシグナル経路は、エナメルノット形成において重要であることが報告されているが、
その下流の遺伝子については不明な点が多い。M3H1 細胞に様々な増殖因子を添加し、Nkx2-3 の
発現を確認したところ、EDA添加時に、Nkx2-3 の発現が、有意に上昇することを発見した。そ
こで、器官培養法において、Nkx2-3 siRNA を添加し、咬頭形成を抑制したものに、EDA を添加
したところ、咬頭形成が回復した。以上の結果から、Nkx2-3 は EDA/EDARシグナル経路の下流
で発現し、咬頭形成を制御している可能性が示唆された (下図)。 
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