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研究成果の概要（和文）：　MyoD,NeuroDといった組織特異的なbasic-Helix-Loop-Helix(bHLH)遺伝子は器官発
生に重要な役割を有するが、歯胚に特異的なbHLH遺伝子は報告されていない。
　我々は歯胚遺伝子発現ライブラリより新規のbHLH遺伝子を同定し、AmeloDと命名した。我々はAmeloD欠損マウ
スおよび歯原性上皮細胞を用いた解析を行った結果、AmeloDがエナメル芽細胞前駆細胞である内エナメル上皮に
発現し、細胞間結合分子Eカドヘリンの転写抑制を行うことで、細胞遊走能を促進し、歯胚の形態を制御するこ
とを明らかとした。

研究成果の概要（英文）： Organ-specific basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) factors, such as MyoD and 
NeuroD, have essential roles in organ development processes. However, tooth-specific bHLH factor has
 not been reported yet.
 The aim of this study is identification of the tooth-specific bHLH factor. We screened the bHLH 
family expressed in tooth germ cDNA library and identified the novel bHLH factor, AmeloD. In vivo 
and in vitro analyses using AmeloD knockout mouse revealed that AmeloD plays essential role in tooth
 morphogenesis. AmeloD was expressed in inner dental epithelium, the ameloblast progenitor cell. 
AmeloD promoted migration of inner enamel epithelium via suppression of transcriptional activity of 
E-cadherin, a cell adhesion molecule. Thus, AmeloD is a novel bHLH factor essential for tooth 
development processes.

研究分野：小児歯科学

キーワード： 歯の発生　エナメル芽細胞　AmeloD　内エナメル上皮　細胞遊走　Eカドヘリン　ノックアウトマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでAmeloD遺伝子の遺伝子座にはAscl5という偽遺伝子が存在していたが、本研究を通して遺伝子の全長
を同定し、新規の遺伝子としてGene bankに登録した。今回新規の機能を有する遺伝子が発見されることで、歯
の発生と共通の発生開始段階を有する外胚葉性器官との差異が明らかとなり、例えば肺、腎臓、唾液腺などでも
同様の新規遺伝子が発見される手がかりとなる。
　また、歯の再生医療を構想する上では、人工培養歯胚の形態制御因子としてAmeloDを応用することで、効率的
かつ機能的な歯胚培養技術の開発へとつながる可能性を秘めた、生命科学に重要な発見であると言える。

※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 
 歯の再生研究においては、これまでに動物モデルでの人工歯胚の作成が可能となってきてい
るが、再生された歯胚は天然の歯に比べ大きさが小さく、またかたちの制御が困難である。そ
のためヒトへの臨床応用に向けて、効率的に十分な大きさの歯を作成し、また咬合を構築する
機能的な形態を制御することが必須である。 
 我々は今までに歯の再生技術の開発を目指し、iPS 細胞からエナメル質を形成するエナメル
芽細胞の分化誘導法を確立し(Arakaki M et al. J Biol Chem. 2012)、さらに iPS 細胞から分
化誘導した細胞を組み合わせて人工的に歯胚を構成することに成功した(Kim EJ et al. Dev 
Dyn. 2019)。 
 その一方で我々は、歯の発生メカニズムを解明し、その分子機序を歯の再生技術へと応用す
るために、歯胚遺伝子発現ライブラリより新規の遺伝子同定と機能解析を進めてきた。その中
で、Epiprofin(Epfn/Sp6)はエナメル芽細胞の分化に必須の分子であり、Epfn を強制発現させ
ることでエナメル芽細胞が人工的に作成できることを発見した(Nakamura T et al. J Bone 
Miner Res. 2017)。エナメル質の再生を構想する上では、いかにして十分な量のエナメル芽細
胞を調整するかが重要なポイントとなるが、これまでの研究から、細胞の分化誘導法の基盤は
構築されつつある一方で、臓器形態を制御する技術の開発は進んでいない。これからの歯の再
生技術の発展のためには、新たな分子機序を解明していく必要がある。 
 このような背景の中で、我々は bHLH 転写因子群に着目した。bHLH ファミリーには、筋発生
のマスター遺伝子である MyoD、神経発生の NeuroD マスター遺伝子であるなどを始め、様々な器
官形成に重要な因子として組織特異的な bHLH 因子が数多く報告されている。一方、歯に特異的
な因子の報告は少なく、歯に特異的な未報告の bHLH 因子が歯胚発生における新規機序を内包し
ているのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
この仮説を元に、歯胚遺伝子発現ライブラリをスクリーニングし、新規 bHLH 因子を同定する
ことを当初の目的として研究を進めた。その結果、未だに発現組織および機能の報告がない bHLH 
因子を発見し、その遺伝子全長をクローニングすることで新規遺伝子 AmeloD の同定に成功し
た(He B et al. J Dent Res. 2019)。AmeloD の発現組織を検討した結果、歯に特異的な発現を
認めたため、歯の発生における新規の分子機序解明につながると考えた。 
 本研究では、AmeloD の歯の発生における機能解析を目的とする。我々は AmeloD の欠損マウス
を作成しその表現型を検討したところ、臼歯の歯冠長及び歯根長が短く、歯の大きさの制御に重
要な因子であることが分かった。しかしながら、AmeloD がどのように歯の大きさやかたちを制
御するのか、その分子機序は不明である。そこで、AmeloD による歯の形態形成制御メカニズム
を解明することで、歯の再生研究における人工歯胚の効率的な成長促進技術の開発及び、機能的
な歯冠・歯根形態制御法の開発に向けての新たな知見を得る。 
 
３．研究の方法 
 
（１）AmeloD 欠損マウスの歯胚発生における表現型解析 
Zinc Finger Nuclease 法を用いて AmeloD 欠損マウスを作成した。発生過程の歯胚における表現
型は歯胚切片を用いて組織学的に歯胚形態、細胞形態について検討した。形成された歯の表現型
は生後 6 週齢マウスを使用し、肉眼的解析、軟エックス線解析、マイクロ CT、走査型電子顕微
鏡を用いて、歯の形態ならびに構造について解析を行った。 
 
（２）歯原性上皮細胞における AmeloD の分子機能解析 
AmeloD の分子機能解析については、AmeloD 欠損マウス歯胚切片を用いて、細胞増殖能ならびに
標的分子の発現変化に与える影響を EdU 染色ならびに免疫染色にて検討した。加えて、歯の成長
速度を incisor clipping assay にて測定した。さらに、マウス歯原性上皮細胞株 CLDE に AmeloD
を過剰発現させ、細胞増殖能に与える影響を MTT アッセイ並びに EdU 染色、細胞遊走能に与える
影響を wound healing assay、細胞凝集能に与える影響を hanging drop 法にて検討した。 
 
（３）過剰歯形成における AmeloD の役割解明 
我々の研究グループで同定した Epiprofin(Epfn/Sp6)は歯数の制御に関わる重要な因子であり、
Epfn 欠損マウスでは、５０本を超える過剰歯を形成するため、過剰歯形成モデルマウスとして
有用である。予備実験において、Epfn 欠損マウス歯胚の歯原性上皮細胞において、AmeloD の発
現が異常に亢進していることを発見した。 
そこで、過剰歯の形成における AmeloD 役割を解明するため、Epfn と AmeloD の二重欠損マウス
を作成した。歯の表現型解析は AmeloD 欠損マウスの解析と同様に行った。分子機序解析に関し
ては免疫染色により標的遺伝子の発現変化を検討した。 
 
（４）遺伝子導入による効率的かつ機能的な歯胚培養技術の開発 



再生器官の形態制御法の開発に関して、AmeloD の遺伝子導入による歯胚形態の変化を検討した。
胎生 13.5 日齢マウス切歯および臼歯歯胚を AmeloD siRNA とともに 7 日間培養し、培養歯胚の
大きさに与える影響を実体顕微鏡下にて評価した。  
 
 
４．研究成果 
歯胚の発生は歯原性上皮が間葉組織へと陥入することにより開始され、その過程で歯原性上皮
幹細胞が、エナメル芽細胞前駆細胞である内エナメル上皮細胞を含む複数の上皮細胞へと分化
する。まず始めに歯胚発生過程における AmeloD の発現を、マウス臼歯の免疫染色法にて検討し
たところ、内エナメル上皮に特異的に発現し、エナメル芽細胞へと分化が進むとその発現が消失
することが確認できた。次に、AmeloD 欠損マウスを作成し、歯の表現型解析を行った結果、歯
冠・歯根長が野生型マウスに比較し有意に小さく、エナメル質及び象牙質体積が２割程度減少す
ることが明らかとなった（図１）。次いで発生過程のどの段階に成長障害が見られるのかを検討
するため、歯胚切片による組織学的解析を行ったところ、AmeloD 欠損マウスでは鐘状期以降の
臼歯歯胚が小さいことが分かった。 

次に、AmeloD の分子機能を同定するため、AmeloD の特徴的な発現パターンに着目した。AmeloD
が限局的に発現を示す内エナメル上皮は、活発な細胞増殖能と細胞遊走能を示し、歯胚の形態形
成に関与する。そこで、AmeloD 欠損マウス歯胚における細胞増殖能を EdU 染色で検討したとこ
ろ、野生型マウスと有意な変化は認められなかった。次に、細胞遊走能に与える影響を検討した。
歯原性上皮には胞間結合分子 E カドヘリンが発現しているが、内エナメル上皮では E カドヘリ
ンの発現が一時的に減少しており、それ故に細胞遊走が活発に行われていることが示唆されて
いる(Li et al. Dev. Biol. 2012)。我々はこの Eカドヘリン分子の発現パターンが、AmeloD の
発現パターンと対照的であることに着目し、AmeloD が E カドヘリンの抑制因子なのではないか
と考えた。切歯歯胚切片を用いた免疫染色の結果、AmeloD 欠損マウスにおいては内エナメル上
皮における Eカドヘリンの発現減少が認められないことがわかった（図２）。このことから、歯
原性上皮細胞株 CLDE 細胞を使用し、AmeloD の分子機能を解析した結果、AmeloD 過剰発現細胞な
らびに抗 Eカドヘリン中和抗体添加細胞は高い遊走能を示すことが分かった。以上の結果より、
AmeloD は内エナメル上皮において、Eカドヘリンの発現調整を介して細胞遊走能を促進する、歯
胚の形態形成に重要な因子であることがわかった。 



 Epfn 欠損マウスにおいては、歯原性上皮の不規則な陥入により、過剰歯の形成が引き起こさ
れる(Nakamura et al. J Biol. Chem. 2007)。前述の結果より、AmeloD が歯原性上皮の陥入と
歯の形態形成に重要な役割を有していることが明らかとなったため、Epfn 欠損マウスの過剰歯
形成に AmeloD が関与しているかどうかを検討した。Epfn 欠損マウス歯原性上皮においては、上
皮の陥入部分において Eカドヘリンの発現は認めず、一方で同部分に AmeloD の発現を認めた。
そこで、Epfn と AmeloD の二重欠損マウスを作成したところ、歯原性上皮の陥入部分において E
カドヘリンの発現が上昇し、上皮の陥入が阻害されることで、Epfn 欠損マウスと比較して歯の
大きさと本数が劇的に減少することが分かった（図３）。この結果より、AmeloD が歯の大きさだ
けでなく、歯の本数の制御に関与していることが示唆された。 

 これらの知見は歯の発生に関わる新規の分子機序として歯の発生機構解明に貢献するのみな
らず、AmeloD が内エナメル上皮特異的マーカー遺伝子として確立されることで、今後の内エナ
メル上皮細胞の解析を進展させる重要な発見である。また、歯の再生医療への応用という観点か
らは、AmeloD が歯胚形態制御因子として有用である可能性が示された。今後、Epfn と AmeloD の
同時制御による人工歯胚のかたち、大きさ、本数の制御方法開発を構想している。 
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