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研究成果の概要（和文）：NF-kBは、免疫、炎症、細胞増殖、アポトーシスなど多種多様な生理現象に関わるシ
グナル伝達経路である。NF-kBが歯の発生に関与していることが明らかになっているが、NF-kBの歯の幹細胞にお
ける役割は未解明のままである。本研究結果からcanonical NF-kBが胎生期マウス下顎前歯部のWntシグナルとア
ポトーシスの制御に関わること、canonical NF-kBの上昇により過剰歯の形成が引き起こることなどが明らかと
なった。さらにNF-kBは、生後のcervical loopの幹細胞の恒常性の維持にも重要であることが示唆され、そのメ
カニズムは胎生期歯胚上皮での機能とは異なることが示された。

研究成果の概要（英文）：Nuclear factor kappa B (NF-κ B) signaling plays critical roles in many 
physiological and pathological processes, including regulating organogenesis. It has been shown that
 NF-κB signaling regulate tooth development from initiation to the late stage. The roles of NF-κB 
signaling in regulating dental stem cells, however, are not fully understood. Our results using mice
 overexpressing IKKβ, an essential component of the NF-κ B pathway, under keratin 5 promoter 
suggested that over-activation of NF-kB signaling lead to supernumerary incisors by abnormal Wnt 
signaling activity and apoptosis in embryonic lower incisor tooth epithelium. Excess NF-κB activity
 thus induces an ectopic odontogenesis program that is usually suppressed under physiological 
conditions. NF-kB signaling is also found to control homeostasis of stem cell in the cervical loop, 
which is regulated by different molecular mechanisms from those in embryonic tooth germ.

研究分野： 発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 iPS 細胞の開発により、患者自身の細胞か
ら作製した幹細胞による歯の再生への応用
の可能性が高まっている。しかし、歯の再生
の一つの鍵となる幹細胞の歯胚細胞への分
化誘導が明らかとなっておらず、歯の再生療
法の道のりは遠いと言わざるを得ないのが
現状である。歯を含む組織の再生は発生過程
の再演と言われ、再生療法における幹細胞の
歯胚細胞への分化誘導法の確立には、それら
の発生中に認められる分化誘導の詳細な分
子メカニズムの理解が必要である。しかしな
がら、発生中の歯胚細胞への分化誘導メカニ
ズムは不明のままである。一方、マウスを含
む齧歯類の前歯は、他の哺乳類の歯と違い、
生涯萌出し続ける常生歯のため、その内部に
幹細胞ニッチ(cervical loop)を有する。ニッチ
内の幹細胞の歯形成細胞への連続的かつ恒
久的な分化誘導により、歯の永続的な形成(萌
出)が可能となっている。そのため、常に幹細
胞の分化誘導が起きているマウス前歯には、
幹細胞から各分化段階の歯形成細胞が認め
られるため、幹細胞の分子誘導メカニズム解
明に、最適の実験モデルと言える。さらに、
その幹細胞ニッチの発生過程における分子
制御メカニズムも幹細胞研究には必須であ
る。しかしながら、これまで Fgf に代表され
るさまざまなシグナルのマウス前歯の幹細
胞における役割が検討されているものの、そ
の制御メカニズムの全容は未だ明らかとな
っていない。 
 NF-kB は、TNF をはじめとする各種リガ
ンドや外的刺激により、活性化される転写を
司る非常に大きく、複雑なシグナル伝達経路
であり、免疫、炎症、細胞増殖、アポトーシ
ス、腫瘍など多種多様な生理現象に関わる事
が知られている。その多彩な機能は、古典経
路と非古典経路が存在する事や、多種にわた
る関連分子が関与する事で、なされている。
歯の先天異常を引き起こす外胚葉異形成症
が NF-kB の異常によって引き起こること
(Ohazama et al., Dev Cell, 2004)、歯におけ
る NF-kB 活性が Traf6 を介して行われるこ
と（Ohazama et al., Dev Dyn, 2004）などか
ら、NF-kB の歯の発生への関与が明らかとな
っている。他の Traf も歯胚に発現しており、
NF-kB の機能は、Traf の数だけ多様と推察
されている（Ohazama et al., Gene Expr 
Pattern,2003）。さらに、歯の石灰化過程に
おいて、NF-kB 活性が RANK/RANKL を介
すること（Ohazama et al., J Dent Res, 2004）
も報告されてきた。また、インターロイキン
関連分子である Irf6 が、歯の発生において
NF-kB と強く関連する可能性も見いだされ
ている（Blackburn et al., Dev Biol 2012）。
このように、NF-kB が歯の発生初期から後期
までの様々なステージで、様々な分子が関与
することで多様に制御していることが容易
に想像される。しかし、NF-kB の歯の幹細胞

における役割は未解明のままである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 NF-kB 関連遺伝子改変マウスの形態的、分
子的解析を通して、歯の幹細胞における
NF-kB シグナルの機能を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 NF-kB には、canonical と non- canonical 
の２つの pathway が存在する。canonical 
NF-kB pathway の機能には、IkBα が必須の
分子となる。そこで、canonical NF-kB の歯
の幹細胞における機能を知るために、
canonical NF-kB の低下させた IkBα の欠損
マウス(CikBα△N マウス)を作成し、解析した。
一方、欠損マウスの解析だけで Cannonical 
NF-kB の機能を完全に把握することは難しい。
そこで、canonical NF-kB の活性に不可欠な
Ikkβ が 上 皮 で 過 剰 発 現 す る マ ウ ス
（Ikkβ-K5 マウス）を作成し、解析した。
non-canonical NF-kB pathway には NIK が必
須の分子となる。そこで、Non-canonical 
NF-kB の機能を検索するために、NIK の欠損
したマウス（NIK 欠損マウス）を作成し、検
索した。NF-kB シグナルの活性の検出は、
NF-kBの活性をLacZ染色で確認できるマウス
[(Igκ)3xconalacZ マウス]を、上記のマウス
と交配させ、compound マウスを作成すること
で、可能にした。また、幹細胞関連分子であ
る Sox2 の改変マウスを作成し、上記のマウ
スと比較検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 canonical NF-kB が上皮で過剰発現してい
る Ikkβ-K5 マウスの下顎前歯部に、過剰歯
が認められた（Figure 1）。この過剰歯は、

生後１ヶ月で認められた。一方で、canonical 
NF-kB pathwayの機能が低下した CikBα△Nマウ
スには、そのような過剰歯は認められなかっ
た。また、non-canonical NF-kB の低下した
NIK 欠損マウスにも、下顎前歯部に過剰歯は
認められなかった。胎生前歯歯胚上皮の 3D
解析により、過剰歯が、前歯歯胚の舌側から、
胎生期に発生していることが明らかとなっ
た（Figure 2）。Osr2 欠損マウスには、臼歯
の舌側過剰歯が報告されている(Zhang et 



al., Science 323; 1232-1234, 2009)。この
Osr2欠損マウスは、全ての歯が欠損するMsx1
欠損マウスと交配した際、Msx1 欠損マウスの
歯の欠損をレスキューすることが報告され

ている。そこで、歯種は違うものの、同じ舌
側に過剰歯を持つIkkb-K5マウスに引き起こ
った過剰な NF-kB シグナルで、Osr2 欠損によ

って生じた分子変化が同様に引き起こるか
を検索するために、Ikkb-K5 マウスと Msx1 欠
損マウスを交配させ、Ikkb-K5 と Msx1 欠損の
コンパウンドマウス（Ikkβ-K5;Msx1-/-マウス）
を作成した。しかし、Ikkβ-K5;Msx1-/-マウス
に、歯胚は認められず、Msx1 欠損マウスと同
じ表現形であった（Figure 3）。これらより、
舌側過剰歯の形成メカニズムは、Osr2 と

NF-kB で違うことが示唆された。 
胎生前歯歯胚上皮の舌側には、アポトーシ

スが通常認められるが、Ikkβ-K5 マウスでは

消失していた（Figure 4）。その消失してい

た部位での細胞増殖の上昇が確認できた

（Figure 5）。同部位において Wnt シグナル
のマーカー分子であるAxin2が異所性に発現
していた（Figure 6）。 

 Ikkβ-K5 マウスの前歯にエナメルの形
成は認めるのに対し、Ikkβ-K5 マウスの前歯
部過剰歯にエナメルの形成は認められなか
った（Figure 7）。Amelogenin の形成も、
Ikkβ-K5 マウスの前歯部過剰歯には、観察さ

れなかった。Ikkβ-K5 マウスの前歯部過剰歯
の cervical loop（幹細胞ニッチ）は異常に
薄い形態であった（Figure 8）。Ikkβ-K5 マ
ウスの前歯部過剰歯の萌出能を、確認するた
めに、Ikkβ-K5 マウスの前歯と過剰歯を歯肉
縁付近でカットして、経過観察を行った。そ
の結果、Ikkβ-K5 マウスの前歯、過剰歯、共
に正常のスピードでの萌出を認めた（Figure 
9）。このように過剰歯の Cervical loop に形
態的・機能的異常はあるものの、萌出能は有
していた。また、エナメル形成能と萌出能は、

異なるメカニズムであることが示された。 
前歯部の過剰歯は、Wnt シグナルのインヒ

ビターである Wise の欠損マウスでも認めら
れ、胎生期の歯胚の舌側からの発生で生じる
ことが知られている（Ohazama et al., Plos 
One 3, e4092）。Wnt シグナルの上昇、前歯部
歯胚上皮内のアポトーシスの消失、過剰歯の



エナメルの欠損が、Wise 欠損マウスでも認め
られた。以上の結果より、前歯舌側に認めら
れた過剰歯は、胎生期歯胚の Wnt のシグナル
上昇により、引き起こることが明らかとなっ
た。 

一方、６ヶ月齢の Ikkβ-K5 マウスの
cervical loop 付近に、舌側過剰歯とは形態
の異なる多数の過剰歯を認めた。さらに、複
数の cervical loop 様構造と Sox2 の著しい
上昇を確認した。これらは、若い Ikkβ-K5
マウスや胎生中の Ikkβ-K5 マウスには認め
られず、前述の胎生期の歯胚から形成される
下顎前歯部の過剰歯の形成メカニズムとは
別の分子機構により発生したものであるこ
とが示唆された。 

Sox2 の著しい上昇が、多数の過剰歯と複
数の cervical loop 様構造の原因なのかを検

索するために、Sox2 が上皮に過剰発現するマ
ウスを作成し検索したが、Ikkβ-K5 マウスに
認められるような多数の過剰歯と複数の
cervical loop 様構造は観察されなかった。
Sox2 の上昇は、cervical loop の上昇による
ものと、推察された。 
 以上のことより、NF-kB が胎生期の歯胚上
皮、ならびに生後の cervical loop 内の幹細
胞の恒常性の維持に重要であることが示唆
された。 
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