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研究成果の概要（和文）：  マウスに代表的な抗がん剤であるシクロホスファミド（CPA）を投与すると、歯の
形成段階に応じて第三臼歯（M３）の歯の形成異常が生じることが知られている。本研究では歯胚形成に重要な
役割を担うWntシグナルに着目し、Wntシグナルを蛍光タンパクで可視化するマウスを用い、CPAを投与すること
で、歯の発生過程への影響の探索を行った。結果としてはWntシグナルが歯の形成段階によって様々な部位で重
要な役割を担っていることが示唆され、CPA投与直後にはWntシグナル周囲の細胞特異的に細胞死が生じることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that when cyclophosphamide (CPA), which is a typical anticancer 
drug, is administered to mice, abnormal tooth of the third molar (M3) occurs depending on the dental
 stage. In this study, we focused on the Wnt signal, which plays an important role in tooth germ 
formation, and investigated the effect on the tooth development process by administering CPA using 
mice that visualize the Wnt signal with fluorescent proteins. As a result, it was suggested that the
 Wnt signal plays an important role in various sites depending on the stage of tooth formation, and 
that cell death occurs specifically in the cells around the Wnt signal immediately after CPA 
administration.

研究分野： 矯正歯科学

キーワード： 小児がん治療　化学療法　放射線療法　シクロホスファミド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児がん治療により顎顔面領域の晩期合併症として顎顔面形態異常や歯の形成異常が生じたという報告が増加し
ている。しかし，小児がん治療が顎顔面領域の発生過程に与える影響については未だ不明な点が多く，更に詳細
な研究が必要である。本研究では，顎顔面領域での発生に重要とされているシグナルを蛍光タンパクで可視化す
るマウスを用い，小児がん治療に用いられる代表的な抗がん剤をこのマウスに投与することで，顎顔面発生なら
びに歯の発生過程への影響の探索を行った。本研究結果により，小児がん治療に伴う顎顔面領域の合併症に対す
る基礎的理解が深まり，予防法や治療法の確立に貢献する事が可能となる。

※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 

これまで，当教室では抗がん

剤の影響を観察した研究と

して CPA により臼歯歯胚に

形成異常が発症する細胞動

態の解明 (Nakatsugawa K et 

al. Euro J Orthodont 2019)を

行ってきた。この先行研究に

より，CPA 投与後に生じる

臼歯の欠如は細胞死の増加

と細胞増殖の減少により生

じ(図１), 投与時の歯胚形成段階の違いにより歯の形成異常の表現型は変化することがわ

かった。歯冠形態形成にはシグナリングセンターであるエナメルノットの存在が重要であ

ることから，CPA 投与によってエナメルノットの異常が生じて歯の形成異常が生じている

ことが予想された。また，顎顔面形態においては，CPA 投与後のマウスにおいて顎顔面形

態や頭蓋骨縫合部の異常が生じることが明らかになっており，顎顔面形態形成には頭蓋骨

縫合部における骨添加が不可欠であることを考慮するとCPA投与によって骨縫合部に変化

が生じて顎顔面形態異常が生じていることが予想された。これらの事から，エナメルノット

や頭蓋骨縫合部に発現するカノニカル Wnt シグナルを可視化できるマウス（R26-WntVis

マウス）を用い，CPA 投与後の Wnt シグナル発現を解析することで，現在まで解明されて

いない抗がん剤投与による歯や頭蓋の形成異常の詳細な解析が行えるという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，出生直後のR26-WntVisマウスにCPAを投与し，縫合部やエナメルノッ

トのカノニカルWntシグナルの変化を解析することで抗がん剤投与による顎顔面形態と歯

胚形態の異常のメカニズムを解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

【研究１】正常な顎顔面形態と臼歯発生における Wnt シグナルの発現を解明する。 

① カノニカル Wnt シグナルのレポーターマウス（R26-WntVis mouse）の作製  

すでに当教室にて所有している野生マウスと R26-WntVis ホモマウスを交配させ，R26-

WntVis ヘテロマウスを作製する。 

②R26-WntVis レポーターマウスの骨縫合部と臼歯歯胚における Wnt シグナルの観察 

生後 1-10 日の R26-WntVis レポーターマウスの頭蓋骨縫合部と臼歯歯胚の Wnt シグナ

ル発現をホールマウントあるいは凍結切片を用いて観察する。 

【研究２】CPA 投与が及ぼす頭蓋骨縫合部と臼歯歯胚における Wnt シグナルへの影響を明

らかにし，顎顔面形態異常と臼歯形態異常が生じる原因を解明する。顎顔面形態においては，

CPA 投与による形態変化を明らかにする。 

①CPA 投与後の顎顔面形態変化と頭蓋骨縫合部の観察 

生後 1-10 の野生型マウスに CPA を投与し，生後 26 日と生後 52 日で頭蓋部のμCT を

撮影して骨縫合部と頭蓋形態を詳細に解析することで，頭蓋骨の骨縫合部がどのように変

化してどのような頭蓋形態に至るのかが明らかとなる。R26-WntVis レポーターマウスに



CPA を投与し，投与後マウスの頭蓋骨縫合部の凍結切片を観察することで，縫合部の Wnt

シグナル発現の CPA 投与後の変化について解析する。 

②CPA 投与後の臼歯歯胚のエナメルノットの観察 

R26-WntVis レポーターマウスに CPA を投与し，投与後マウス臼歯歯胚の凍結切片を観

察することで，Wnt シグナルを観察することでエナメルノットの CPA 投与後の変化につい

て解析する。 

 

４. 研究成果 

①頭蓋骨骨縫合部の Wnt シグナル発現と CPA 投与による影響 

P6 のマウスに CPA を投与し、P26 でμCT を撮影して頭蓋骨を観察したところ、頭蓋骨

の骨縫合部において、骨縫合部の癒合や離開が生じていた（図２）。そのため、後頭骨の骨

縫合部に着目し、P5 の R26-WntVis マウスの凍結切片を用いて縫合部の Wnt シグナル発現

を観察した（図３）。縫合部において Wnt シグナルの発現は確認されたが、縫合部に集積し

て発現しているわけではなかった。 

 

②臼歯と切歯における Wnt シグナル発現とＣＰＡ投与による影響 

胎生 14 日から生後 8 日の

R26-WntVis マウスの臼歯を観

察したところ、歯の形成段階に

よって GFP の局在が異なって

いた。歯の形成段階の進行に伴

って、一次エナメル結節、二次

エナメル結節、咬頭周囲のエナ

メル芽細胞や象牙芽細胞、サー

ビカルループの象牙芽細胞と順

に GFP の局在が変化していく

ことがわかった（図４）。この結

果は Wnt シグナルが歯の形成

段階によって様々な部位で重要な役割を担っていることが示唆された。 

これまでの研究結果より生後４日のマウスに CPA を投与すると帽状期である M3 が消失

することが示されている。今回生後４日の R26-WntVis マウスに CPA を投与し、投与 1,2

日後において M3 の組織切片の TUNEL 染色を行った（図５）。実験群の M3 では、TUNEL



染色陽性細胞は増加して歯胚は縮小

し、アポトーシスの増加によって M3

の欠如が生じていると考えられた。実

験群では、GFP が発現している細胞

周囲に TUNEL 染色陽性細胞が増加

していた。これらの結果から、CPA 投

与直後には Wnt シグナル周囲の細胞

特異的にアポトーシスが生じること

が示唆された。 
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