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研究成果の概要：我々はエナメル質の再生およびう蝕などの宿主感受性（リスク）の原因や診
断法の開発を目標として、エナメル質形成に関わる分子の包括的な解析を行ってきた。歯の発
生過程に関わる新規の分子を検索し、歯に異常をきたす眼歯指異形成症の原因遺伝子である
Gja1 分子に着目した。この細胞間結合蛋白である Gja1 分子について解析を行った結果、ギャ
ップ結合分子の存在やその制御が、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。 
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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、歯科治療の
最終目標といっても過言ではない。特にエナ
メル質に関しては、骨や象牙質と異なり、病
的な欠損によって二度と自己修復が行われる
ことはなく、現時点では人工的な修復治療に
頼らざるを得ない。そこで我々はエナメル質
の再生およびう蝕などの宿主感受性（リスク）
の原因や診断法の開発を目標として、エナメ
ル質形成に関わる分子の包括的な解析を行っ
てきた。エナメル質の形成には、１）口腔上
皮の陥入によって生じる歯原性上皮細胞が、
縦長の細胞極性を有する細胞への分化、そし

て２）エナメルマトリックスを分泌するよう
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。この２つの分化過程を厳密に
in vitro で制御可能となれば、人工的なエナ
メル質の再生が可能となる。我々の研究室で
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或るアイソフ
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、ラミニ
ン及びアメロブラスチン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。しかしながら、エナメル基質の発現
に関しては、in vivo のそれと比較して低く、
人工エナメル質の形成には不十分であり、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、歯の発生過程に関わる新規の分子
を検索する目的で、我々は歯胚に発現する遺
伝子データベースの作成に参画し、このデー
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
ってきた（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）。エナメル
芽細胞に特異的に発現する分子は、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が示唆され
た。また、象牙芽細胞分化過程で特異的に発
現する分子は全く新規の分子であり、軟骨組
織と前象牙芽細胞にのみ発現を示す分子で
あることが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 

エナメル質の再生法の開発には、エナメル
マトリックスの分子機能の解析が重要であり
、これまでの研究で、アメロジェニン、アメ
ロブラスチン、エナメリンがエナメル質形成
の重要な分子であることがわかっている。我
々の研究でアメロブラスチンがエナメルマト
リックスの発現制御およびエナメル芽細胞の
分化に必須の分子であることが明らかになっ
ている。しかしながらアメロブラスチンの発
現制御に関わる分子メカニズムは未だ不明で
ある。さらに、我々の研究で細胞間のギャッ
プ結合特にGja1分子がアメロブラスチン発現
制御に関わる新規遺伝子であることも示唆さ
れている。 

そこで、本研究において、Gja1分子がアメ
ロブラスチン発現に及ぼす影響について詳細
に検討した。 

 

３．研究の方法 
(１) ギャップ結合関連遺伝子の歯胚発生過

程における発現解析 
歯胚組織内におけるGja1遺伝子発現制
御を検討する目的で、合成オリゴプロー
ブを用いたin situhybridization法によ
り歯発生過程における遺伝子発現部位、
時期等に関する詳細な解析を行った。 

(２) 発現ベクターの作成 
Gja1過剰発現ベクターを用いて、ヒト眼
・歯・指異形成症に認められたGja1遺伝
子変異と同様の部位に、人為的に変異を
加えた発現ベクターを構築した。 

(３) 過剰発現細胞の作成とその機能解析 
Gja1過剰発現細胞とGja1変異遺伝子導
入細胞における細胞増殖能とエナメル
芽細胞分化マーカーの遺伝子発現の検
討した。 

(４) Gja1欠損マウスにおける歯胚発生の組
織学的検討 
胎生12.5日以降の各ステージにおける
歯胚形成の検討およびエナメル芽細胞
分化マーカーの発現について免疫組織
学的検討を行った。 

(５) Gja1欠損マウスにおける肺および唾液
腺発生の組織学的検討 

(６) 遺伝子発現抑制およびギャップ結合阻
害剤を用いた機能解析（図１） 

   Gja1 遺伝子に対して、その分子発現を
抑制するための siRNAi を歯原性上皮細
胞にトランスフェクションし、エナメ
ルマトリックスの発現について、
RT-PCR および免疫染色により確認した。
またギャップ結合阻害剤として 18α
-glycyrrhetinic acid および oleamide
を歯原性上皮細胞に添加し、TGF-β１
刺激によるアメロブラスチンの発現誘
導について検討を行った。 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図１ 
 
４．研究成果 
歯胚の形成期における Gja1 の発現に関し

ては、マウス臼歯では胎生 13.5～14.5 日で
は発現が認められず、胎生 17.5 日から発現
が認められた。また、6 週齢のマウス切歯の
組織における Gja1 の局在については、分泌
前期、分泌期および成熟前期のエナメル芽細
胞に多く発現が認められ、成熟後期のエナメ
ル芽細胞では、発現が認められなかった。こ
れらのことから、Gja1 分子がエナメル芽細胞
の分化時期特有に発現し、マウスのエナメル
芽細胞において細胞の分化に重要であるこ
とが示唆された。また、Gja1 分子の欠損マウ
スを用いた解析から、頭蓋顔面の形態異常と



エナメル芽細胞の分化異常を示し、ヒトの眼
歯指異形成症と類似の表現系を示すことを
明らかにした。本マウスは先天性の心臓疾患
と肺の形成異常のため、出生後まもなく死亡
する。（図２） 
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         図２ 
        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図３      
 
本マウスのエナメル芽細胞(iee)について

詳細な解析を行った結果、細胞極性が著しく
阻害されていること（図３）、さらにはマウ
ス歯胚由来 mRNA を用いたマイクロアレーの
解析から、エナメル基質のうち、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
御に関わることを発見した。以上の結果から、
ギャップ結合分子の存在やその制御が、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。 
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