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研究成果の概要（和文）：AKXL recombinant inbred miceを用いた QTL解析、Microarray法に
よる網羅的遺伝子発現解析ならびに Real time PCR 法による遺伝子発現レベルの経時的観察の
３つのアッセイ系から、C57Lマウスにみられる樋状根成因には上皮隔膜の伸長パターンに関与
する Shh signal pathway が重要な役割を演じていることがわかった。とくに、11 日齢における
Shh の急激な発現レベル低下が原因となり上皮隔膜の伸長が停止し、癒合根を呈する可能性が
示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：A detailed study using Quantitative trait locus (QTL) analysis, 
microarray and Real time PCR revealed that gutter-shaped root (GSR) formation in the 
C57L/J mice is strongly controlled by the genetic factor(s). It is well known that Shh 
signaling pathway is associated with the extension of the epithelial diaphragm (ED). It 
is suggested that the arrested development of ED in the C57L/J mice is caused by the fall 
of expression level of the Shh gene at 11days after birth. We concluded that GSR formation 
in the C57L/J mice is regulated by signaling factors such as Shh pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの歯の発生を分子レベルで知るために
モデル動物が研究に用いられているが、とく
にマウスの歯の発生から多くの知見が得られ
ている。すでに歯冠の形態形成については、

多くの研究から上皮－間葉組織における相互
作用が解明されつつある。すなわち、歯胚の
発生初期の主導権をもつ上皮内には sonic 
hedgehog (Shh)、bone morphogenetic protein 
4 (Bmp4)、fibroblast growth factor 8 (Fgf8)
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が存在しシグナルをだす。Bmp4 および Fgf8
は間葉での homeo box, msh like 1 (Msx1)な
らびに paired box homeotic gene 9 (Psx9)
の発現を調節することが知られている。Msx1
は将来前歯のできる領域で、Pax9は臼歯ので
きる領域で強く発現する。Msx1はBmp4とFgf8
の両方のシグナルにより誘導され、Pax9 は
Fgf8によって誘導されるが、Bmp4によって阻
害される。このように Pax9に対する Bmp4と
Fgf8 の拮抗作用が存在することにより Msx1
ならびに Pax9 の発現領域の調節が行われて
いる（Cell 90: 247-255, 1997, Science 282: 
1136-1138, 1998, Tooth development, 59-64, 
1999.）。当然、歯冠の形成に引き続いて起こ
る歯根の形成 4)においても、歯冠形成にみら
れる遺伝子間の拮抗的作用が働くことで単根
あるいは複根、歯根の長さを調節していると
の仮説を立てることができる。 
 

(1)樋状根成因に関与する候補遺伝子の特
定：Recombinant inbred mice（組み換え近交
系マウスをさす）と Classic genetic cross
（近交系マウス同士を交配して作成した N2 
backcross miceを意味する）より作製した N2 
backcross mice の２つの動物実験系を用い、
Quantitative trait loci（QTL）解析ならび
に Gene Chip による歯根形態異常出現部位に
おける遺伝子発現解析を行い、２つのアッセ
イ系で overlapする遺伝子を検索したところ、
歯根形成を誘導する主要遺伝子と考えられて
いる Shh、Bmp4、homeo box, msh like 2 (Msx2)
との遺伝子相互作用が報告されていない
neuropeptide Y (NPY)が候補遺伝子となるこ
とが示唆され、新たな遺伝子の関与が疑われ
た。 
 
(2)Shh signal pathway の役割について：歯
根の形態形成において、とくに歯根数を決定
する遺伝子相互作用として、上皮隔膜の伸長
パターンに関与する Shh signal pathwayの役
割が報告されている【J Dent Res 85(5): 
427-431, 2006】。 

そこで、癒合根の成因に関与する主要遺伝
子の同定ならびに機能解析を進めることで歯
根の初期形成に関与する遺伝子相互作用を解
明することは、歯の再生プロジェクトに対す
る有益な情報を提供するばかりでなく、イン
プラントに代わる再生歯根の可能性を示唆す
るものである。 
 
２．研究の目的 
 前述の作業仮説を実証するため、樋状根成
因に関与する主要遺伝子の同定ならびに機能
解析を目指す。 
 
(1)詳細な量的遺伝解析による候補染色体の
特定：すでにマウス染色体 6番、7番、8番染

色体が候補染色体となり、とくに 6番染色体
に主要遺伝子が存在する可能性が示唆されて
いるが、さらに詳細な量的遺伝解析を進める
ことで、遺伝子相互作用という点から主要遺
伝子の特定を試みる。 
 
(2)Microarray 法を用いた網羅的遺伝子発現
解析：Recombinant inbred mice ならびに N2 
backcross miceを用いた QTL解析から特定さ
れた NPY 遺伝子が主要遺伝子となり得るのか、
あるいは Shh signal pathway関連遺伝子群の
関与が存在するのかを検討する。 
 
(3)標的遺伝子に対する遺伝子構造解析：上述
(1)の解析結果から導き出された染色体 6 番
上に存在する候補遺伝子である NPY遺伝子と
その近傍に位置する Transforming growth 
factor alpha (Tgfa)の遺伝子構造解析を行う。 
 
(4)Real time PCR 法を用いた遺伝子発現解
析：上述の(1)から(3)の解析から導き出され
た遺伝子群の遺伝子発現量を経時的に観察す
ることで、樋状根成因に関与する主要遺伝子
の同定ならびに遺伝子相互作用を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)Recombinant inbred (RI) mice を用いた
QTL解析 
①RI miceの選別 
1)供試マウス 

 交雑第一世代における樋状根の出現頻度を
検討し、遺伝解析に有用な RIマウスの選別行
うことを目的に、樋状根を有する C57L/Jマウ
スと樋状根を有さない近交系マウス(AKR/J， 
BALB/cAnNCrlCrlj，  C3H/HeJ， C57BL/6J，
DBA/2J)との交雑第一世代(F1)を作製した。実
験に使用したマウスは生後 21日齢で離乳し、
生後 35 日齢にてエーテル麻酔下で安楽死さ
せ実験に用いた。 
2)μ-CT を用いた dental root fusion rate
の測定 

 生後35日のF1マウスから下顎骨を摘出し、
通法に従い軟組織を除去後、下顎第二臼歯を
抜去した。抜去した歯をμ-CT にて撮影し、
得られたデータを画像解析ソフトにて解析し、
通法に従って dental root fusion rate 
(DRFR)を測定し表現型とした。DRFRが最も高
い F1マウスを指標に RI miceの選別を行った。 
②AKXL RI マウスを用いた QTL解析 
C57L/Jマウスと AKR/Jマウス、並びにこの 2
系統より作出された AKXL RI系統（6、9、13、
14、16、17、21、37、38）のマウスを実験に
用いた。各系統の下顎第二臼歯を抜去し、通
法に従い DRFRを算出し表現型として用いた。
一方、遺伝子型の判定には常染色体上に存在
する 201個の DNAマーカーを用いた。得られ
た表現型と遺伝子型をもとに QTL解析を行い、



 

 

解析には map manager QTX b20 を用いた。
permutation testの結果、suggestive(14.4) 
significant(20.6) highly significant 
(27.3) の値が得られた。 
なお、本研究で実施した動物実験計画につい
ては鶴見大学歯学部動物実験委員会の審査を
経て承認を受けている。 
 

(2)Microarray法を用いた遺伝子発現解析 
①供試マウス 
C57L/Jと C57BL/６Jマウス（10～13日齢）を
用い、両側下顎第二臼歯の歯根部ならびに歯
根周囲骨を摘出し試料とした。 
②total RNA の抽出と complementary RNAの
作製 
全ての試料は TRIzolを用いて total RNAを抽
出し complementary DNA へ変換した。得られ
た cDNA より Agilent 社 Quick Amp Labeling 
kit を用いて、cRNA を作製するとともに CTP
（Cyanine 3-CTP）を取り込ませ蛍光標識を行
った。 
③Microarray解析 
標識された cRNA をハイブリダイゼーション
バッファーに加え、Whole Mouse Genome Oligo 
Microarray (4×44K)上で 17 時間ハイブリダ
イズし、洗浄後 Agilent Microarray Scanner
で Microarray のイメージを読み取り、
Feature Extraction Software (v.9.5.3.1)
にて各スポットの蛍光シグナルを数値化した。 
 
(3)遺伝子構造解析 

C57L/J、AKR、C57BL/６Jマウス（28日齢）
を用い、過去の報告【基盤研究（B）、2005-2006】
で候補遺伝子となった NPY、TGFα遺伝子の構
造解析を行った。各遺伝子に特異的なプライ
マーをプロモーター領域およびエクソンにデ
ザインした。PCRから得られた specific band
は、Genetic Analyzer ABI PRISM 310を用い
て塩基配列（TA クローニング法）を決定し、
点変異の有無を確認した。 

 
(4)Real time PCRを用いた遺伝子発現解析 
 すでに、C57Lマウスを用いた組織学的研究
から生後 12日齢前後で歯根の形態形成異常
が出現することを見出している。そこで、C57L
および C57BLマウスの生後 10日～12日齢に
おける下顎第二臼歯の歯根形成初期部位の上
皮側ならびに歯髄側（間葉系）から実体顕微
鏡を用いて組織を摘出後、RNAを抽出し
RT-PCR法でｍRNAの発現を確認するとともに
Real time RT-PCR法により、歯根形成誘導関
連遺伝子と考えられている Shh, Ptch1, Gli1
候補遺伝子の発現レベルを定量的に解析した。
ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System
（Applied Biosystems社）と TaqManGene 
Expression Assaysプロダクトを用いて遺伝
子発現定量解析を行った。 

４．研究成果 
(1)RI マウスを用いた量的遺伝解析による候
補染色体の特定 
 近交系マウス(AKR/J, BALB/cAnNCrlCrlj, 
C3H/HeJ, C57BL/6J, DBA/2J)との交雑第一世
代(F1)を作製し、最適な RI マウスの選別を
行ったところ、図 1に示すように交配した系
統ごとのF1のDRFRは、C57L/J×AKR/J（91.5%）、
C57L/J×BALB/c（18.0%）、C57L/J×C3H/HeJ
（35.4%）、C57L/J×C57BL/6J（50.0%）、C57L/J
×DBA/２J（26.1%）の順であった。C57L/Jマ
ウスと AKR/Jマウスとの交配から得られた F1
マウスにおいて、最も高い DRFRを示した。そ
こで、C57Lと AKRとの RIマウスである AKXL
マウスを選択し QTL解析を実施した。その結
果、5番染色体の D5Bir2近傍領域（13.0ｃM）
で suggestive 以上の値が得られた（図 2）。
その他の染色体上では、suggestive以上の領
域はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１ 

 

図２ 



 

 

 (2)Microarray 法を用いた網羅的遺伝子発
現解析 
Shh signaling pathway のうち Shh と Ptch1
では 11 日齢において C57BL/6J と C57L/J で
明らかな差がみられた（図 3-1）。Shh，Ptch1，
Gli1 における発現量の変化を経時的にみた
ときに、11 日齢で C57L マウスにおける発現
量が C57BLマウスに比べ下がり、その後回復
するという同様な傾向を示した（図 3-1 およ
び 3-2）。Shh signaling pathway に関与する
他の遺伝子群では発現量に差がみられなかっ
た（図 4-1および 4-2）。NPY，NPY1rの発現量
は微量のため測定できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)標的遺伝子に対する遺伝子構造解析 
  C57L/J、AKR、C57BL/６Jマウス（28日齢）
を用い、NPY、TGFα遺伝子の構造解析を行っ
たところ、TGFα遺伝子については３系統間で
遺伝子構造に違いは認められなかった。しか
し、NPY 遺伝子では、C57L マウスにおいてエ
クソン 2部分の 69番目のコドンが CCT（プロ
リン）であるのに対して、正常歯根を有する
AKR、C57BLマウスではコドンが CCC（プロリ
ン）となっていた（図 5-1、5-2および 5-3）。
アミノ酸に違いはみられないものの、樋状根
を有する C57Lマウスでは 238番目の塩基が T
から Cに置換していた。 
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図３－１ Gene chip data
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図４－１ Gene chip data 
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図４－２ Gene chip data 

 

  図５－１ 
Sequence (neuropeptid Y) in C57L/J 
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図３－２ Gene chip data 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)Real time PCRを用いた遺伝子発現解析 
 C57L/J および C57BL/6J マウス（コントロ
ール）を用い、生後 10～12日齢の下顎第二臼
歯歯根形成初期部位から試料を採取し、抽出
した RNAをもとに Shh signaling pathwayに
関与する遺伝子群（Shh，Ptch1，Gli1）の発
現レベルを継時的に観察したところ、Shh の
発現量に関しては、10 日齢では C57BL（コン
トロール）に比べ、C57L/Jマウスで有意な差
は認められなかったが、11日齢でコントロー
ルに比べ発現量が 25％以下に低下していた。
しかし、12 日齢ではコントロールに比べ、
C57L/J マウスで有意な差は認められなかっ
た。一方、Ptch1および Gli1の発現量に関し
ては、10 日齢から 12 日齢にかけて、C57BL
と C57L/J との間で有意な差は認められなか
った（図 6）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
過去の報告から、樋状根の成因には遺伝要因
が大きく関与し、その遺伝形式は常染色体優
性遺伝であることが知られている。Arita ら
（PDJ,20(1):1-6,2010）の報告では、染色体
6、7、8 番が有力な候補染色体となり、とく
に染色体 6 番の 36.1ｃM において highly 
significant QTLが得られ、その領域にはSmo, 
NPYが存在し、また染色体 8番上には NPYｒが
存在していた。また、suggestive以上の領域
として染色体 10番上には Gli1が存在するこ
とから、NPYならびに Shh signaling pathway
に関与する遺伝子群が、樋状根成因に関与し
ている可能性が疑われた。しかしながら、Shh
の存在する染色体 5 番が候補遺伝子として検
出できなかったことから、今回 RIマウスを用
いた詳細な QTL解析を実施した。その結果、
染色体 5番上の D5Bir2近傍領域（13ｃM）に
おいて suggestive以上の値が得られ、Shhが
候補遺伝子となることが示唆された。そこで、
歯根形態形成異常を引き起こす生後 10 日か
ら 13 日齢における網羅的遺伝子発現解析を
Microarray法で行ったところ、Shh signaling 
pathwayに属する Shh、Ptch1の発現量に差が
みられた時期と形態形成異常の出現時期がほ
ぼ一致したことから、Shh signaling pathway
が樋状根成因に何らかの関与をしていること
が示唆された。しかし、樋状根成因に対する
候補遺伝子と考えられる Smo、Gli1について
は発現量に差がみられなかったことから、Shh 
signaling pathway が樋状根成因にどのよう
な形で関与しているのかは不明である。 
Microarray法にて検出できなかったNPY遺伝
子については、その近傍に位置する TGFαと
ともに遺伝子構造解析を行ったところ、C57L
マウスにおいてエクソン2部分の69番目のコ
ドンが CCT（プロリン）であるのに対して、
正常歯根を有する AKR、C57BLマウスではコド
ンが CCC（プロリン）と、アミノ酸組成に違
いはみられなかったが、樋状根の出現頻度と
238 番目の塩基の SNP の違いとが、関連して
いる可能性も疑われた。 
上記の結果を総合的に判断し、樋状根成因に

 

 図５－２ 

Sequence (neuropeptid Y) in C57BL/6J 

 

  図５－３ 
Sequence (neuropeptid Y) in AKR/J 
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図６ Realtime-PCR 



 

 

はNPYならびにNPYr遺伝子による関与ではな
く、Shh signaling pathway 関連遺伝子群の
関与が強く示唆されたことから、生後 10日か
ら 12 日齢における局所的な遺伝子発現レベ
ルを検討するため、Real time PCRを行った。
そこで、遺伝子発現量を経時的に観察したと
ころ、コントロールと比較した Shh遺伝子に
おいてのみ、11日齢において発現量が著しく
低下していることがわかった。この時期は、
樋状根形成時期と重なる時期に当たるため、
樋状根成因には Shh の関与が強く示唆された。 
以上から、NPY 遺伝子の機能とその役割につ
いては不明な点が多く、樋状根成因と直接的
に結びつけるエビデンスは得られなかったが、
AKXL RI マウスを用いた詳細な QTL 解析、
Microarray 法による網羅的遺伝子発現解析
ならびに Real time PCR 法による遺伝子発現
レベルの経時的観察の３つのアッセイ系から、
C57L マウスの下顎第二臼歯にみられる樋状
根成因（舌側のみ癒合）には上皮隔膜の伸長
パターンに関与する Shh signal pathwayが重
要な役割を演じていることがわかった。さら
に、生後 11日齢における Shhの発現量の低下
が原因となり上皮隔膜の伸長が停止し、癒合
根を呈する可能性が示唆された。しかしなが
ら、舌側でのみ癒合するメカニズムの解明に
は至っていないことから、今後は in situ 
hybridization ならびに siRNA を用いた
knockdown 法を実施することでメカニズムの
解明を進める予定である。 
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