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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、再生器官の発生に関わる時間軸・形態形成を制御しうるマスター遺伝
子の探索を目的とした。生物種固有の発生メカニズムに基づく同一個体内の乳歯・永久歯の発生時間軸の違いに
着目して、イヌ乳歯歯胚・永久歯歯胚の発現遺伝子をcDNAマイクロアレイにて比較検討したところ、FGF14およ
びFEZF2遺伝子を見出した。この中で、FGF14におけるマウスの歯胚発生に及ぼす影響を解析したところ、歯胚発
生における上皮幹細胞やエナメル芽細胞に影響を与えていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to study the identification of master genes for regulating 
developmental time and morphogenesis in regenerated organs. We hypothesized that essential 
regulatory factors of developmental time and morphogenesis in tooth development could be identified 
by comparing the deciduous and permanent tooth germs harvested from an identical beagle dog. In this
 study, we identified the FGF14 and FEZF2 genes as candidates of the regulating factors by the cDNA 
microarray analysis. Furthermore, we analyzed the effects of these molecules on the murine tooth 
germ development. We have indicated that FGF14 promoted substantial elongation of the incisor tooth 
germ by acceleration of ameloblast proliferation.  Further study to elucidate the molecular 
mechanism of FGF14 and FEZF2 on tooth development is necessary for the identification of the 
regulatory factors of developmental time and morphogenesis in tooth organogenesis.

研究分野：歯科補綴学、再生医学
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１．研究開始当初の背景 
次世代を担う再生医療として、複数種の細
胞を三次元的に再構築した再生臓器・器官を
機能不全に陥った臓器・器官と置き換える
「器官再生医療」が期待されている。そのな
かでも、歯は器官再生医療のモデルケースと
して、特に重要な研究課題と位置付けられて
いる（大島正充ら、日本歯科医師会雑誌 
64(5): 23-34, 2011）。現在、歯の喪失には人
工物による代替治療が適用され、咀嚼機能の
回復として有効な医療技術として確立した
ものの、国民の健康感の向上に伴って、生物
学的かつ周囲組織との連携機能する「歯の再
生治療」へと発展させることが期待されてい
る。本研究グループは、マウスモデルを用い
て人為的に再生器官原基を再構築し、成体動
物への移植による機能的な器官再生研究を
実証してきた  (PNAS 11;106, 13475-80, 
2009，PLoS ONE 6;106(32):e21531, 2011)。
さらには、実用化に向けた前臨床研究として、
生後の大型動物（イヌ）の永久歯歯胚細胞を
用いた歯の再生治療の実現可能性も明らか
としてきた。その一方で、上記研究の達成に
より、臨床実用化に向けた解決すべき課題が
明確となった。それは、器官発生・成熟に要
する時間の短縮が絶対的に必要ということ
である。具体的には、マウス由来の再生歯は
30 日前後で完成歯にまで成熟するのに対し
て、イヌ由来の再生歯は発生・成熟までに約
1 年という長期間を要しており、これらの生
物由来の時間軸を基礎とした発生・成熟期間
の長期化現象は、本法を再生医療として臨床
現場に応用するために解決するべき課題と
いえる。このように、ヒト細胞を利用した将
来の再生歯胚移植医療を実現するためには、
再生歯の発生・成熟に要する期間の短縮化を
目指した技術開発が急務となった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、同一個体内の乳歯・永久
歯の発生時間軸の違いに着目して、生物種固
有の発生メカニズムに基づく器官発生・成熟
に要する発生時間を短縮するための時間軸
制御遺伝子の探索・解明を推進することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 乳歯歯胚・永久歯歯胚における発生時間軸
の比較検証 
乳歯－永久歯間における歯胚発生時間軸に
どの程度の違いがあるかを検証するために、
摘出した乳歯・永久歯歯胚を異所的に発生さ
せることにより検証する。これらの乳歯歯
胚・永久歯歯胚を摘出し、免疫不全動物の皮
下に移植することによって、各移植期間にお
ける歯胚発生過程をマイクロ CTならびに組
織学的解析によって明らかにする。 
 
2) 乳歯歯胚／永久歯歯胚細胞の細胞学的キ
ャラクタライズ 

器官発生における時間軸因子を解析してい
くにあたり、歯胚を構成する上皮細胞や間葉
細胞の細胞学的キャラクタライズは重要で
ある。そこで、摘出した乳歯歯胚と永久歯歯
胚から、酵素処理によって単一化された上皮
細胞と間葉細胞を各々取得し、細胞増殖能や
テロメア活性を評価する。さらには、細胞免
疫染色によって未分化マーカーの発現程度
の解析や、フローサイトメトリーを用いて細
胞周期の分布を解析することにより、歯胚を
構成する細胞の性質・挙動を明らかにする。 
 
3) 発生時間軸制御に関わる候補遺伝子の探
索 
マイクロアレイおよび次世代シーケンサー
による網羅的な遺伝子発現解析を行い、乳歯
歯胚と永久歯歯胚とを比較から発生時間軸
制御に関わる候補遺伝子を抽出・絞り込みを
行う。 
 
4) 発生時間軸制御に関わる候補遺伝子の発
現解析 
歯胚発生における時間軸制御遺伝子の発現
局在は、候補遺伝子の分子メカニズムの理解
と導入技術の開発に重要である。そこで、研
究項目 3) にて抽出した候補遺伝子を用いて、
マウス歯胚発生過程における時間軸制御遺
伝子の発現ステージ（発生段階における特異
的発現因子の場合を考慮する）と、発現局在
を in situ hybridizationにより解析する 
 
5) 時間軸制御因子による器官発生速度の変
動解析 
一生歯性であり、本来であれば発生速度が変
動することのないマウス歯胚を用いて、候補
遺伝子を導入することによる歯胚発生速度
の変動を器官培養や腎臓皮膜下移植によっ
て検証する。マウス歯胚およびマウスES/iPS
細胞に対して、候補として抽出した時間軸制
御遺伝子を導入し、実際に器官発生速度に変
動が生じるかを解析する。 
 
４．研究成果 
1) 乳歯歯胚・永久歯歯胚における発生時間軸
の比較検証 および 2) 乳歯歯胚／永久歯歯
胚細胞の細胞学的キャラクタライズ 
乳歯歯胚ならびに永久歯歯胚の発生時間軸
を比較検討するために、発生期のイヌ顎骨の
CT 撮影、および組織学的解析を行ったところ、
胎齢 55 日のイヌ胎仔顎骨には組織学的に発
生段階の揃った乳歯歯胚・永久歯歯胚が存在
することが判明した。これら胎齢 55 日イヌ
胎児顎骨から採取した乳歯・永久歯歯胚を免
疫不全マウスに移植したところ、乳歯歯胚は
移植後 60 日程度で完成歯にまで発生した。
一方で、永久歯歯胚は同移植期間においても
歯冠形成期の途中であり、乳歯／永久歯の
各々の歯胚細胞において発生速度に明らか
な違いがあることが示された（次頁、上図）。 



 
 
3) 発生時間軸制御に関わる候補遺伝子の探
索 
胎齢55日のイヌ乳歯・永久歯歯胚を用いて、
cDNA マイクロアレイ解析を行い、Total 
43,603 個の遺伝子群の中から乳歯に高発現
している遺伝子 201 個、永久歯に高発現する
遺伝子 84 個を抽出し、マイクロアレイの研
究結果から抽出された因子の中で、永久歯歯
胚にて高発現するFGF14遺伝子と乳歯歯胚に
高発現するFEZF2遺伝子を見出した（下図）。 

 
 
4) 発生時間軸制御に関わる候補遺伝子の発
現解析 
研究項目 3)におけるマイクロアレイの研究
結果から抽出された因子の中で、永久歯歯胚
にて高発現するFGF14遺伝子と乳歯歯胚に高
発現する FEZF2 遺伝子を抽出した。これらの
分子を対象として、in situ hybridization

にてイヌ歯胚組織内における発現局在の解
析を行ったところ、FGF14 は歯胚上皮幹細胞
のニッチであるサービカルループ領域の上
皮細胞に遺伝子発現が集積しており（図）、
その一方でFEZF2遺伝子は歯冠部のエナメル
芽細胞の領域にて発現集積が認められた。こ
れらの結果より、抽出された 2つの候補遺伝
子は歯胚上皮細胞の未分化性維持や分化促
進に影響している可能性が示唆された。 
 
 
5) 時間軸制御因子による器官発生速度の変
動解析 
一生歯性であり、本来であれば発生速度が変
動することのないマウス歯胚を用いて、候補
遺伝子を導入することによる歯胚発生速
度・形態の変動を器官培養にて検証した。 

 
マウス歯胚における遺伝子導入系は十分に
機能しなかったことから、リコンビナントタ
ンパクを用いて器官培養を行ったところ、リ
コンビナントFGF14の添加によりマウス切歯
歯胚の伸長が促進されるとともに、エナメル
質形成領域の肥厚化やエナメル質の形成低
下が認められた（上図）。これらの結果より、
FGF14 は歯胚発生における上皮幹細胞やエナ
メル芽細胞に影響を与えていることが示唆
された。 
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