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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、歯牙形成過程において、特に歯数の制御に着目し、機能が抑制されることで歯

数が増加する分子（USAG-1 等）、逆に機能が亢進することで歯数が増加する分子(BMP7)

等を標的分子とする。その標的分子を痕跡的な第３歯堤の局所において、それぞれ機能抑

制または機能亢進し、第 3 生歯を形成させることにより歯牙再生を目指す。 

研究成果の概要（英文）： 
The basic dentition pattern observed in mammals is diphyodont, and consists of three 

incisors, one canine, four premolars, and three molars, while human teeth are diphyodont, 

excepting the permanent molars. The deciduous teeth are, ontogenetically, the first 

generation of teeth. The permanent teeth (except the molars) belong to the second 

dentition. The term “third dentition” refers to the opinion that one more set of teeth 

can occur in addition to the permanent tooth. The epithelium which is considered as the 

anlagen of the third dentition develops lingual to all permanent tooth germs. Furthermore, 

when it appears, the prededecessor (permanent tooth germ) is in the bell-shaped stage. 

The time of appearance of the third dentition seems to be after birth. This means that 

we have a chance to access the formation of the third dentition in the mouth.  
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１．研究開始当初の背景 

歯牙は、爬虫類以下は多生歯性であるのに

対し、ヒトでは、大臼歯が一生歯性以外は二

生歯性で、歯数は厳密に制御されているが、

その分子メカニズムは明らかでない。近年、

歯数が増加するトランスジェニックマウス

（LEF1, EDA, EDA-R）(Zhou P., et al., 1995, 

Mustonen, T., et al., 2003, Tucker, A. S., 

et al., 2004)や遺伝性に過剰歯を起こす遺

伝子変異（Runx2）(Takahashi K., et al., 

2009)、歯数が増加する遺伝子欠損マウス

(USAG-1, Spry2,4, Epfn) 

(Murashima-Suginami A., et al., 2007, 

Klein D., 2006, Nakamura T., 2008) など、

１つの遺伝子の発現量、遺伝子変異で歯数が

増加することが報告され、１つの遺伝子によ

り歯数を増やすことのできる可能性が示唆

されてきた。我々は、新規BMP拮抗分子USAG-1

欠損マウスにおいて、遺伝子欠損マウスとし

ては世界で初めて歯数が増加する phenotype 

を見出し報告してきた(Murashima-Suginami 

A.,  et al., 2007)。野生型では、痕跡的な
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乳切歯が胎生 15 週まで発生が進むが、以後

縮小消失して行くのに対し、USAG-1 欠損マウ

スでは、USAG-1 欠損により BMP のシグナリン

グが増強したことにより歯間葉細胞の

apoptosis が抑制され、胎生 15 週以降も発生

が進み、本来なら退化・消失していくはずの

痕跡的な乳切歯の発生が進み萌出したので

はないかと考えられた（Murashima-Suginami 

A., et al., 2008)。近年、BMP7 遺伝子欠損

マウスにおいて歯牙の欠損が報告され

(Zouvelou V., et al., 2009),この歯数増加

に関わる BMP シグナリングは BMP7 である可

能性が示唆された。ヒトにおいても永久歯の

後継歯（第３生歯）を形成するポテンシャル

を持った通常退化消失する痕跡的な第３歯

堤の存在が報告され、その形成は出生後の永

久歯の歯冠形成期とされている（Ooe T., 

1969）。ヒトの痕跡的な第３歯堤の形成は出

生後であるため、同部へのアクセスは十分可

能であり局所でのUSAG-1の機能抑制/BMP7の

機能亢進により第 3生歯を形成させることに

よる歯牙再生を目指す本研究は重要なテー

マと考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、歯牙形成過程において、第１に

USAG-1とBMP7の歯胚の数の制御に着目し、

USAG-1欠損マウスとBMP7欠損マウスを用い

て、USAG-1の機能抑制及びBMP7シグナリング

の増強により本来なら退化・消失していくは

ずの痕跡的な乳切歯の発生が進み歯数が増

加したことを明らかにする。第２に局所での

in vivoでの遺伝子導入をも視野に入れ、組

み換えウイルス等を利用しUSAG-1の発現ま

たは機能抑制、BMP7の発現または機能亢進に

より効率的に歯数の増加が再現できるシス

テムをin vitroで確立する。第３に将来的な

in vivoへの応用を目指し、USAG-1のsiRNAや

中和抗体及びBMP7組み換え蛋白の作製がば

かりでなく、USAG-1の発現または機能抑制及

びBMP7の発現または機能亢進に活性をもっ

た化合物の大規模スクリーニングを行うた

めの化合物のライブラリーの構築やシステ

ムの製作などを併行して行い、in vivoにお

ける歯牙再生を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)USAG-1及びBMP7の歯数制御に関する機能

解析 

①USAG-1 欠損マウスとBMP7欠損マウスのダ

ブルノックアウトマウスよる歯数増加及び

減少に関するレスキュー実験 

USAG-1 欠損マウスと BMP7 欠損マウスのダ

ブルノックアウトマウスを作製し、それぞれ

の phenotype である歯数増加と歯数減少の頻

度を胎生 15 週の標本を用いて観察し、 歯数

増加及び減少がレスキューされるか否かを評

価する。胎生 10 週から胎生 15 週まで、同部

位のＨＥ標本を用いて、組織学的評価を行う。

TUNEL 法による細胞死、BrDU labeling による

細胞増殖を解析し、局所での細胞動態も評価

する。whole mount in-situ hybridization 法、

section in-situ hybridization 法で歯上皮細

胞、歯間葉細胞の早期マーカー（Pax9, Barx1

など）、歯胚形成に必須な遺伝子（Msx1,Dlx1/2

など）及び、分化マーカー(amelogenin, dentin 

matrix protein など)、代表的なシグナル伝達

系のリガンド（BMP,Wnt など）の発現を解析し、

各遺伝子間のヒエラルキーと各シグナル伝達

系の歯数制御における関わりを解析する。 

以上の解析から USAG-1 が局所で抑制され

BMP7 シグナリングが増強することにより歯

数が増加したことを明らかにする。 

(2)局所での USAG-1 の発現または機能抑制

及び BMP7 の発現または機能亢進により in 

vitro で歯胚の数を増加させるシステムを

確立 

①USAG-1 の siRNA、アンチセンスオリゴヌク

レオチド、中和抗体による発現または機能抑

制及び BMP7 の組み換え蛋白局所投与、強制

発現による発現または機能亢進 

申請者らが確立した E8-15stage マウス胎

児を用いる第一鰓弓、下顎隆起及び歯胚の器

官培養、歯間葉細胞と歯上皮の共培養及びマ

ウス腎被膜下移植などの in vitro で歯牙形

成をおこす実験系を用いる。USAG-1 ヘテロ

型(+/-)、野生型(+/+)マウス胎児を用いて、

USAG-1 アンチセンスオリゴヌクレオチドや

USAG-1siRNA の局所投与や発現ベクターや

組み換えウイルスに組み込み遺伝子導入し、

または中和抗体を用いて、局所での USAG-1

の遺伝子の発現抑制により歯数の増加が再

現できるシステムを確立する。同様に BMP7

を局所で発現や機能を亢進させることによ

って歯数の増加が再現できるシステムを確

立する。 

②USAG-1の発現または機能抑制及びBMP7の

発現または機能亢進活性もった化合物のス

クリーニング 

USAG-1 のプロモーターを利用したルシフ

ェラーゼアッセイやBMPのALP活性のアンタ

ゴニスト作用等同時に大量の化合物のスク

リーニング可能な細胞培養システムを用い

て１万種ほどの化合物の中から USAG-1 の発

現または機能抑制活性をもった化合物を

5-10 種類に絞り込む。その化合物を利用し、

上記（１）と同様な歯胚の器官培養、歯間葉

細胞と歯上皮の共培養及びマウス腎被膜下

移植などの in vitro で歯牙形成をおこす実

験系を用いて、局所での USAG-1 の遺伝子の

発現抑制により同様に歯数の増加が再現で

きるシステムを確立する。同様な方法で局所

での BMP7 の発現または機能亢進により歯数

の増加が再現できるシステムを確立する。 

(3)In vivo で歯胚の数を増加させるシス

テムを確立 

in vitro で歯胚の数を増加させることの

できた USAG-1siRNA、BMP7 組み換えウイルス

や化合物などのシステムを用いて、スンクス

やミニブタなど哺乳類の基本歯式に近い歯

式を有する実験動物の歯胚部へ遺伝子導入

し、効率的に異所性の歯胚を形成させること

のできる時期と発現量、発現部位を検討する。

化合物に関しては、局所注入に加えて腹腔内

投与、静脈内投与、経口投与など歯胚の数を

増加させる効率的なの投与方法を検討する。 

 

４．研究成果 

近年、BMP7遺伝子欠損マウスにおいて歯牙

の欠損が報告され,この歯数増加に関わるBMP

シグナリングはBMP7である可能性が示唆され

ていた。MP7を局所投与することによって、歯

数が増加させることが可能かどうかを確かめ

るために、E15マウス胎児より上顎の切歯部の

歯胚をマイクロダイセクションし、1日器官培

養した後、BMP7の組み換え蛋白局所を浸漬し

たゼラチンスポンジとともにマウス腎被膜下

移植した。19日経過後、腎臓を摘出し、移植



した歯胚を確認したころ、明らかな歯数の増

加は確認できなかった。そこで、USAG-1とBMP7

ダブルノックアウトマウスを用いて、歯数制

御のメカニズムを更に詳細に検討するととも

に、用いたゼラチンスポンジの改良を行った。

上顎の痕跡的乳切歯部ではUSAG-1とBMP-7が

同部位に発現したのに対し、臼歯部では

USAG-1とBMP-7は相補的に発現していた。以上

の結果から、少なくとも上顎の痕跡的乳切歯

部においては、USAG-1とBMP-7が歯上皮に共発

現しており、今までの結果をサポートするデ

ータであった。そこで、われわれは、USAG-1 欠

損マウスとBMP7欠損マウスのダブルノックア

ウトマウスよるレスキュー実験を行い、BMP7

の機能亢進により歯数が増加する事を確認し

た。また、CEBP/β欠損マウスにおいて、切歯

周囲に複数の過剰歯を認め、歯原上皮幹細胞

に由来すると考えられた過剰歯を見出した。

近年、われわれの研究グループ以外からも、

過剰歯を有する遺伝子欠損マウスが相次いで

報告され、過剰歯の発症には、以下の大きく

２つのメカニズムが存在することがわかって

きた。 

（１） 痕跡的な乳切歯や歯隙部（マウスに

みられる切歯と大臼歯間に存在する小臼歯

が萌出すべき歯牙の存在しないスペース）に

存在する小臼歯などの、発生の過程で本来、

退化消失していく歯胚がレスキューされ、発

生がすすんで形成されたもの。 

（２）外エナメル上皮内に存在する歯原上皮

幹細胞が、局所で上皮間葉誘導にて歯牙を形

成した      

もの。 

このことは、１つの遺伝子の発現量, 遺伝子

変異で歯数が増加すること意味し,１つの標

的分子を局所で操作することにより器官で

ある歯牙を形成することができる可能性を

示唆した。その標的遺伝子は複数存在すると

考えられた。 

また、BMP-7＋/－アダルトマウスの下顎切

歯をマイクロ CTにて体積を測定したところ、

BMP-7 ヘテロマウスは野生型に比べて体積が

増大していた。USAG-1－/－アダルトマウス

も同様に測定すると、USAG-1 欠損マウスはヘ

テロに比べて体積が増大していた。そこで、

USAG-1－/－と BMP-7＋/－のマウスを用いて

交配し、第二世代を解析した。第二世代アダ

ルトマウスでは、USAG-1 欠損 BMP7 ヘテロマ

ウスの下顎切歯が他の遺伝子型よりも体積

が最も大きく、また、その過剰歯は USAG-1

欠損 BMP7 野生型マウスの過剰歯に比べて大

きい傾向がみられた。また、BMP7 の遺伝子発

現量の減少による体積変化のほうが、USAG-1

の遺伝子発現量の減少による体積変化より

も大きいことが示された。 

マウスと同じ哺乳類であるヒトにおいて

も、永久歯の後継歯（第３生歯）を形成する

ポテンシャルを持った通常退化消失する痕

跡的な第３歯堤が存在することが、以前より

報告され、その形成は出生後の永久歯の歯冠

形成期とされていた。われわれも上記(1)の

過剰歯発症メカニズムが想定された第３生

歯と考えらえた多発性の過剰埋伏歯の症例

を見出した。 
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