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研究成果の概要（和文）：Foxc1の異常に起因するAxenfeld-Rieger症候群では、歯の先天欠如や形態異常が認め
られる。そのため、Foxc1が歯の発生に重要であると推察されるが、その機能は不明である。そこで本研究で
は、Foxc1が歯胚発生を制御する転写因子であると仮説を立て、歯胚発生におけるFoxc1の機能と分子制御をGli2
との相互関係に着目して解析を行った。その結果、Foxc1は歯性間葉細胞に発現し、増殖および分化に関与して
いること、Gli2と物理的に結合することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Axenfeld-Rieger syndrome, caused by Foxc1 defects, is associated with 
congenital absence and malformation of teeth. Therefore, Foxc1 is presumed to be important for tooth
 development, but its function is unknown. In this study, we hypothesized that Foxc1 is a 
transcription factor that regulates tooth germ development, and analyzed the function and molecular 
regulation of Foxc1 in tooth germ development, focusing on its interrelationship with Gli2. As a 
result, it was revealed that Foxc1 is expressed in dental mesenchymal cells, is involved in 
proliferation and differentiation, and physically binds to Gli2.

研究分野：医歯薬学

キーワード： Foxc1　歯胚発生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Foxc1の異常に起因するAxenfeld-Rieger症候群では、歯の先天欠如や形態異常が認められるが、歯の発生におけ
るFoxc1の発現、機能、および分子制御は不明である。本研究により、Foxc1は歯の発生過程において主に歯性間
葉細胞に発現し、Gli2との相互関係により、歯胚間葉の増殖および分化に関与し歯の発生を促すことが推測され
た。これらの知見に基づき、今後さらに歯胚発生におけるFoxc1を基軸とした新規分子制御が解明されれば、未
だ全容の明らかでない先天性の歯の発生異常の病因解明につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 緑内障や無虹彩など眼の異常を主症状とする常染色体優性遺伝性疾患 Axenfeld-Rieger 症候
群（ARS）には、歯の先天欠如や矮小歯・タウロドント歯などの歯の形態異常が認められる。ARS
の原因遺伝子として Foxc1 が知られている。そのため、Foxc1 の遺伝子異常が、ARS における歯
の発生異常を誘導すると推察されるが、歯の発生における Foxc1 の発現、機能、および分子制御
は不明である。 
 Foxc1 は、フォークヘッド遺伝子ファミリーに属する転写因子で、胎生期に眼、軟骨、および
腎臓などに発現し発生を促す。フォークヘッド遺伝子ファミリーは、これまでに 44 個のメンバ
ーが知られている。その中で Foxf は歯の発生過程において間葉組織に発現し、遺伝子変異によ
り歯の欠損が認められることが知られている（Xu et al, Development, 2018）。しかし、Foxc1
を含む他のフォークヘッド遺伝子ファミリーメンバーの歯胚発生における役割は不明である。 
代表者は、Foxc1 がヘッジホッグのシグナル伝達分子 Gli2 と物理的に結合し、PTHrP の発現を
促すことにより、内軟骨性骨化を制御することを見出した（Yoshida et al., Nat Commun, 2015）。
加えて、マウス初代軟骨細胞において、Foxc1 による PTHrP 発現制御にエピジェネティクスが関
与することを明らかにした。一方、ヘッジホッグシグナリングは、歯の発生に必須な分子制御機
構である。これまで、Gli2 の異常により矮小歯や癒合歯を呈し、歯の発生過程における形態お
よび位置異常が認められることが報告された。以上の知見から、Foxc1 と Gli2 の相互関係によ
るエピジェネティクス制御と歯の発生との関連が推察される。 
 また、代表者が所属するグループは、ARS 患者の矯正歯科治療を行い、症例報告を行った（Seki 
et al., Acta Med Okayama, 2019）。この患者では、上下顎前歯部の歯の先天欠如および上下顎
大臼歯部に計 8 本のタウロドント歯が認められた。Foxc1 は ARS の原因遺伝子の一つであるた
め、代表者は ARS 患者における歯の発生異常に Foxc1 が関与する可能性を見出した。 
 さらに、代表者の予備実験において、胎生マウス歯胚の上皮と間葉細胞における Foxc1 の発現
を解析した結果、歯性上皮細胞に比べて歯性間葉細胞において高い発現を示した。 
以上により、代表者は、Foxc1 は歯の発生過程で主に歯性間葉細胞で発現し、Gli2 との相互関
係によるエピジェネティクス制御により、歯の発生を促すと仮説を立てた。そこで本研究では、
Foxc1 が歯胚発生を制御する転写因子であると仮説を立て、歯胚発生における Foxc1 の機能と分
子制御を Gli2 との相互関係に着目して明らかにすることとした。本研究により、歯胚発生にお
ける Foxc1 を基軸とした新規分子制御を解明されれば、未だ全容の明らかでない先天性の歯の
発生異常の病因解明につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 Foxc1 の異常に起因する Axenfeld-Rieger 症候群では、歯の先天欠如や形態異常が認められ
る。そのため、Foxc1 が歯の発生に重要であると推察されるが、その機能は不明である。代表者
の予備実験から、歯胚の間葉細胞において高い Foxc1 の発現が示された。さらに代表者は、過去
に Foxc1 が Gli2 と物理的に結合し、内軟骨性骨化を制御することを報告した。Gli2 は、歯の発
生に関わることが知られている。これらの知見から代表者は、歯性間葉細胞で発現する Foxc1 が
Gli2 と相互関係を持ち、正常な歯の発生に寄与すると仮説を立てた。本研究の目的は、歯の発
生過程における歯性間葉細胞での Foxc1 の機能と分子メカニズムを、Gli2 との相互関係による
エピジェネティクス制御に着目して解明することである。本研究により、歯の発生の新規制御機
構の解明が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス歯胚発生における Foxc1 の発現解析の方法 
①組織切片の作製 
歯胚発生の開始期、蕾状期、帽状期、および鐘状期に相当する胎生 12.5、13.5、14.5、16.5 お
よび 18.5 日 C57BL/6 マウス(日本クレア, Tokyo, Japan)から摘出した下顎臼歯歯胚を含む頭部
組織を、4% paraformaldehyde (PFA)にて固定した。その後 4.5％ ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA)を用いて 4 C̊で 24 時間脱灰を行った。脱水後、組織をパラフィンに包埋し、5-6 μm
の厚さで組織切片を作製した。 
 
②免疫組織化学染色 
Foxc1 の検出のために、脱パラフィンした組織切片を 0.1 M クエン酸溶液に浸し、マイクロウ
ェーブで 2 分間沸騰させた後、30 分間室温にて徐冷した。PBS で洗浄後、切片を 3％ 過酸化水
素を含む methanol により室温で 15 分間処理した。切片を、PBS で希釈した抗 Foxc1 抗体にて、
4℃で一晩反応させた。PBS にて洗浄後、Histofine Simplestain Max PO (Nichirei, Tokyo, 
Japan) にて室温で 30 分処理を行い、ジアミノベンジジン四塩酸塩 (DAB; Nichirei, Tokyo, 
Japan)にてシグナルを検出した。 
 
（２）マウス歯性上皮細胞および歯性間葉細胞における Foxc1 の機能解析の方法 
①歯性上皮細胞および歯性間葉細胞の単離および培養 
 胎齢 14.5 日 C57BL/6 マウス (日本クレア, Tokyo, Japan) の下顎臼歯歯胚を外科的に摘出し
た。下顎臼歯歯胚は、1.2 U/ml dispaseⅡ (Roche, Mannheim, Germany) と、20 U/ml DNase Ⅰ



(Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて、常温にて 12.5 分インキュベートされた後、注射針を用
いて機械的に上皮ならびに間葉組織に分離した。 
歯胚上皮組織は、100 U/ml collagenaseⅠ (Worthington, Lakewood, NJ) を含む Phosphate 
buffered saline (PBS)にて 37℃で 15 分間酵素処理を二回行い、その後 0.25% trypsin (Sigma, 
St.Louis, MO) および 20 U/ml DNaseⅠ(Takara Bio) を含む PBS にて 37℃で 5分間インキュベ
ートし、細胞の単一化を行った。歯性上皮細胞は、ガラスボトムディッシュを 20 μg/ml フィ
ブロネクチンおよび 100 μg/ml Ⅳ型コラーゲンでコーティング後、単離した上皮細胞を
1.5×105 cell/cm2の密度で 96 well plate に播種し、CnT-PR-D を用いて培養した。 
歯胚間葉組織は、0.25% trypsin、50 U/ml collagenaseⅠおよび 20 U/ml DNaseⅠを含む PBS
にて 37℃で 15分間の酵素処理を行い、細胞の単一化を行った。歯性間葉細胞は、10% FBS、100 
units/ml の penicillin および 100 µg/ml の streptomycin を添加した D-MEM を用いて培養し
た。 
 
②Foxc1 レンチウイルスの作製 
 Foxc1Flag 標識の cDNA を含む発現ベクターは、GenScript（ニュージャージー州、米国）から
購入した。Foxc1Flag 標識の cDNA を PCR で増幅し、pLVSIN-IRES-ZsGreen1 レンチウイルスプラ
スミド（タカラバイオ、滋賀、日本）の XhoI および XbaI 部位にサブクローニングした。ウイル
ス粒子は、Lentiviral High Titer Packaging Mix（Takara）を使用し、製品プロトコールに従
って 293T Lenti-X 細胞株（Clontech、CA、USA）で生成され、Lenti-X qRT-PCR Titration Kit
（Clontech）を使用して力価測定を行った。タンパク質の発現は、抗 Flag 抗体（Sigma-Aldrich、
MO、USA）を使用したウェスタンブロッティングによって確かめられた。 
 
③歯性上皮細胞および歯性間葉細胞における Foxc1 過剰発現解析 
 歯性上皮細胞および歯性間葉細胞に Foxc１レンチウイルスを過剰発現させて培養後に、
RNeasy Kit を用いて、細胞からトータル RNA を抽出した。0.4 μg の RNA を鋳型とし、
PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて逆転写反応を行い、cDNA 合
成を行った。 
リアルタイム PCR は Thermal Cycler Dice Real Time system (Takara Bio)を用いて行った。反
応液は、2倍希釈した cDNA を 2 μl、センスプライマー、アンチセンスプライマーを 0.4 μM 、 
SYBR Premix Ex TaqⅡ (Takara Bio)を 12.5 μl含む。PCR 反応は熱変性を 95℃、5秒、アニー
リングおよび伸長反応を 60℃、30秒間の条件で 40サイクル行った。各遺伝子発現量は GAPDH の
発現量に対する相対値で示し、ΔΔCT 法で解析した。発現解析する因子は、歯性上皮細胞マー
カー、歯性間葉細胞マーカーおよび象牙芽細胞マーカーである。 
また、BrdU In-Situ Detection Kit を用いて、製品プロトコールに従い、Bromodeoxyuridine 
(BrdU)アッセイを行った。 
 
（３）歯性間葉細胞における Foxc1 と Gli2 の免疫沈降法 
 歯性間葉細胞に、3xFlag-Foxc1、Myc-Gli2 のいずれか、または両者をトランスフェクション
し、48時間後に細胞をリン酸緩衝生理的食塩水にて 2回洗浄後、細胞溶解溶液（20 mM Hepes pH 
7.4、150 mM 塩化ナトリウム (NaCl)、1 mM グリコールエーテルジアミン四酢酸 (EGTA)、1.5 mM
塩化マグネシウム (MgCl2)、10 %グリセロール、1 % Triton X-100、10 g/ml アプロチニン、
10 g/ml ロイペプチン、1 mM ベンゼンスルホニルフルオリド塩酸塩、0.2 mM オルソバナジン
酸ナトリウム）により溶解した後、15,000 g、15 分、遠心分離し、上清を全タンパク質抽出液
とした。この上清にプロテイン G磁気ビーズが付着したマウス抗 Flag 抗体（Sigma）またはマウ
ス抗 Myc 抗体（医学生物研究所、愛知）を添加し、4°C、1時間、反応させた。1ml の冷リン酸
緩衝生理的食塩水にて 4回洗浄後、0.5 M メルカプトエタノール含有の SDS サンプルバッファ
ーで熱溶解（95 °C、5分）し、上清をサンプルとした。これらサンプルは、10％ SDS-ポリア
クリルアミドゲル電気泳動法により分離し、ウェスタンブロッティング法により検出した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス歯胚発生における Foxc1 の発現について 
 歯胚発生過程における Foxc1 の発現パターンを解析した結果、蕾状期から鐘状期をとおして
歯胚間葉の領域で Foxc1 の発現が明らかとなった。 
以上により、歯胚発生を通して、Foxc1 が歯性間葉細胞の分化において重要な役割を果たして
いることが推察される。 
 
（２）Foxc1 がマウス歯性上皮細胞および歯性間葉細胞に及ぼす影響について 
 歯性間葉細胞に Foxc1 レンチウイルスを用いて Foxc1 を過剰発現させた結果、歯性間葉細胞
マーカーおよび象牙芽細胞マーカーの発現が上昇することが明らかとなった。さらに、象牙芽細
胞の分化亢進と増殖の低下が認められた。 
 以上により、Foxc1 は歯性間葉細胞の増殖および分化に関与していることが明らかとなった。 
 



（３）歯性間葉細胞における Foxc1 と Gli2 の相互関係について 
 Foxc1 と Gli2 の協調作用を検討するために、Myc 標識した Gli2 と Flag 標識した Foxc1 を歯
性間葉細胞に遺伝子導入し、免疫共沈降実験を行った結果、Foxc1 は Gli2 と物理的に結合する
ことが明らかとなった。 
以上により、Foxc1 は歯の発生過程において主に歯性間葉細胞に発現し、Gli2 との相互関係に
より、歯胚間葉の増殖および分化に関与し歯の発生を促すことが推測される。 
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