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研究成果の概要（和文）：我々は、細胞間結合因子（Gja1分子）が、エナメル質形成に重要なア

メロブラスチンの発現制御に関わる新規分子であり、アメロブラスチンの転写を活性化する機序

を明らかにした。 

 本研究結果は、細胞間結合が一般的な細胞内シグナル伝達を厳密に制御していることを明ら

かにした報告であり、歯の発生研究のみならず、他の臓器形成における細胞間結合の役割に関

する重要な知見といえる。  

 
研究成果の概要（英文）：Gja1 regulates ameloblastin expression in dental epithelium. We 

have reported that ERK1/2 phosphorylation induced by TGF-β1 regulates expression of 

ameloblastin via gap junctional intercellular communication.  

The results of this study indicated that gap junctional communication regulates 

intracellular signaling. And these regulatory mechanisms are important to understand the 

role of gap junctional comunication  not only in tooth morphogenesis but also in another 

organs morphogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

歯の人工的な再生や組織構築は、歯胚の再

構成や歯髄幹細胞の応用など、様々な手法が

試みられており、形態学的には不十分ながら

も、エナメル質、象牙質を有する硬組織形成

が可能となってきた。しかしながら、適切な

咬頭や歯冠の大きさを維持した歯の形成は未

だ不可能であり、特に十分なエナメル質の形

成には至っていない。エナメル質に関しては、

骨や象牙質と異なり、病的な欠損は二度と自

己修復が行われることはなく、現状では人工

的な修復治療に頼らざるを得ない。したがっ

てエナメル質を中心とした組織再生は、特に

小児歯科の領域においては極めて重要な課題

といえる。 

 エナメル質の形成には、１）口腔上皮の陥
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入によって生じる歯原性上皮細胞が、細胞極

性を有する縦長細胞への分化、そして２）エ

ナメル基質を分泌するようなエナメル芽細胞

への分化、この２つの過程が重要である。現

在まで我々の研究グループでは、歯原性上皮

細胞株を用いて、１）の過程において基底膜

分子ラミニンのあるアイソフォームが重要で

あることを見出し、後半の過程においてはエ

ナメル基質の分泌に関わる転写因子の同定と、

その基質分子の一つであるアメロブラスチン

のエナメル質形成における役割を明らかにし

てきた。その結果、これら基質分子を用いた

培養法により、歯原性上皮細胞株の大量培養

と、本細胞をエナメル芽細胞に分化させる手

法を見出した。我々の考案した培養手法の確

立により、飛躍的にエナメル芽細胞の分化解

析が進むこととなった。しかしながら、in 

vitro でのエナメル基質の発現誘導に関して

は、in vivo のそれと比較して低く、人工エ

ナメルの形成には不十分であると考えられた。

そこで、エナメル基質の発現誘導に関して、

細胞外マトリックスや細胞増殖因子以外の第

３の因子が関わっている可能性が示唆された。 

 そこで、我々は歯胚に発現する遺伝子デー

タベースを用いた分子スクリーニング（デジ

タルディファレンシャルディスプレー）を行

い（山田他、第46回歯科基礎医学会総会2004

年）その中でエナメル芽細胞および象牙芽細

胞の発生段階で特異的に発現する細胞間結

合蛋白の同定に成功した（山田他、第44回日

本小児歯科学会2006年）。本分子は、眼歯指

異形成症（Occulodentodigital dysplasia）

の原因遺伝子であるGap junctional protein 

alpha1 (Gja1)であり、本疾患は歯の先天欠

如、エナメル質形成不全症を示す疾患である

ことから、Gja1を介した細胞間結合が、エナ

メル質の形成に必須であることを明らかに

した（山田他、第46回日本小児歯科学会2008

年:大会優秀発表賞受賞）。これらの研究結

果から、エナメル基質の発現誘導に関して、

細胞外マトリックスや細胞増殖因子以外の

第３の因子として細胞間結合分子が重要で

あることが明らかとなった。 

 さらに、Gja1 分子欠損マウスの解析により、

エナメル質基質のうちアメロブラスチンの

発現が、Gja1 欠損マウスにおいて著しく低下

している結果が得られた。このことから、ギ

ャップ結合、特に Gja1 分子が、アメロブラ

スチン発現制御に関わる新規分子であるこ

とが明らかとなった。さらに、Gja1 によるア

メロブラスチン発現に関わる分子シグナル

の同定にも成功し、ギャップ結合分子の発現

が細胞外からの増殖因子刺激による細胞内

シグナル分子 MAPKinase のリン酸化制御に

関わることを世界で初めて発見した。以上の

結果から、ギャップ結合分子の存在や制御が、

歯の発生に極めて重要かつ必須の分子であ

ることが明らかとなった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、組織特異的に発現する細胞間

結合分子の機能を制御することで、歯胚組織

の分化制御機構の解明と、これら知見を応用

した人工エナメル質の形成法の開発を行うこ

とを目的とした。また歯胚は、組織形態形成

と硬組織形成の両者を解明できるモデルであ

ることから、歯と同一の発生パターンを示す

口腔内の唾液腺の再生や、顎顔面の硬組織の

形成機構、組織構築法の解明へと発展させる

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Gja1 分子によるアメロブラスチン発現

制御の解明 

 Gja1 分子は、TGF-β1 刺激によるアメロブ

ラスチン発現誘導について、Smad 経路のシグ

ナルには全く影響を及ぼさず、逆に MAP 

Kinase ファミリーの一つである ERK1/2 のリ

ン酸化を制御していることを明らかにした。  

 しかしながら、ERK1/2 のリン酸化がどのよ

うにアメロブラスチン発現に関わっている

か詳細は明らかでない。そこで、これら低分

子の ERK1/2 リン酸化制御機構とアメロブラ

スチン発現誘導に関して、細胞内カルシウム

阻害剤や、促進剤、さらには小胞体膜に存在

する IP3 受容体の阻害剤を用いて、これら分

子のエナメル芽細胞分化に及ぼす影響の検

討を行った。 

 
（２）唾液腺における Gja1 機能の解明 

 ヒト眼歯指異形成症の主症状である、眼

球、歯の形成異常、四肢の癒合に関しては、

Gja1 欠損マウスを用いた解析で、その一部を

解明することが可能であると考えられた。実

際、Gja1 欠損マウスでは、歯胚の形成異常の

みならず、頭部顔面の形態異常と唾液腺の分

岐形成の抑制を確認した。このことから、

Gja1 は唾液腺および頭部顔面の骨および軟

骨の形成に重要であることが明らかとなっ

た。そこで、Gja1 分子の頭部発生過程におけ

る組織内発現を明らかにするとともに、眼歯



指異形成症と同一の遺伝子変異を有する

Gja1 発現ベクターを、唾液腺培養細胞に遺伝

子導入を行い、これら細胞の分化に及ぼす影

響について検討を行った。また、唾液腺の器

官培養系を用いて、ギャップ結合阻害剤であ

る Oleamide 等を用いて、器官構築における

ギャップ結合分子の役割について解明した。 

 

４．研究成果 

 我々は、これまでエナメル基質の発現誘導

に関して、細胞外マトリックスや細胞増殖因

子以外の第３の因子として細胞間結合因子が

重要であり、特にGja1分子がエナメル質形成

に重要なアメロブラスチンの発現制御に関わ

る新規分子であることを明らかにした。さら

に、TGF-β1刺激によってリン酸化された

ERK1/2とSmad2/3が核内に移行し、Runx2のセ

リンをリン酸化し、アメロブラスチンの転写

を活性化する機序を明らかにした。 

 また、Gja1分子は隣接する細胞と細胞間結

合を形成し、Ca

2＋

やIP3などの低分子の輸送に

関わる。そこでこれら低分子によるERK1/2の

リン酸化制御機構とアメロブラスチン発現誘

導に関して、細胞内カルシウム阻害剤や促進

剤、さらには小胞体膜に存在するIP3受容体の

阻害剤を用いて、これら分子のエナメル芽細

胞分化に及ぼす影響の検討を行った。その結

果、細胞内カルシウム量はTGF-β1誘導性の

ERK1/2のリン酸化に重要であり、小胞体膜に

あるIP3受容体に細胞間結合を通過してくる

IP3が結合することで、小胞体からCa

2＋

が放出

され、細胞内Ca

2＋

濃度が上昇する。これによ

って、ERK1/2のリン酸化が誘導され、逆に小

胞体からのCa

2＋

放出が抑制されると、ERK1/2

のリン酸化が抑制されることがわかった。ま

た、小胞体膜にもGja1分子が存在し、小胞体

からのCa

2＋

の放出にも関与していることが示

唆された。

 

 本研究結果は、細胞間結合が一般的な細胞

内シグナル伝達（ERK シグナリング）を厳密

に制御していることを明らかにした報告で

あり、歯の発生研究のみならず、他の臓器形

成における細胞間結合の役割に関する重要

な知見といえる。  

 また、マウス顎下腺の器官培養を用いた実

験で、培養液中にギャップ結合阻害剤を添加

すると、唾液腺の分岐形成が著しく阻害され

るが、導管の形成には大きな変化が認められ

なかったことがわかった。さらに、従来より

唾液腺の分岐形成促進効果を示すとされてい

るPDGF-BBをギャップ結合阻害剤添加群に添

加すると、阻害されていた分岐形成が部分的

にレスキューされることがわかった。また、

PDGF-BBはFGFの発現を促進するが、ギャップ

結合阻害剤添加群にFGFを添加した結果、阻害

されていた分岐形成が部分的にレスキューさ

れることがわかった。 

 これらの結果から、唾液腺の形成において

もギャップ結合分子が必須であることが示唆

された。 

 適切な細胞間結合の維持は、唾液腺の形成

や機能維持に重要であり、ギャップ結合の機

能調節により、唾液腺の分岐形成を調節でき

る可能性が考えられ、口腔乾燥症の治療法開

発の有用な知見となりうる。 
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