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研究成果の概要（和文）：歯形成細胞特異的にDT-A遺伝子を発現するプラスミドの作製として、amelogenin promoter
の下流に赤蛍光遺伝子（RFP）とCre遺伝子を繋げた構築体（pARIC）を作成した。作動性を確認するため、pARICとpCET
Z-17を生後2週のマウス口蓋部に注入し、in vivo electroporationによる遺伝子導入を行った結果、lacZ遺伝子が発動
した。これは、amelogenin promoterによりCre遺伝子が発現し、これがpCETZ-17内のloxPで挟まれたEGFP cDNA + stop
perを除去した結果、下流のlacZ遺伝子が発現誘導されたからと思われる。

研究成果の概要（英文）：We produced a plasmid that specifically expressed a DT-A gene in cells responsible
 for tooth development, and a construct (pARIC), which connected the red fluorescent gene (RFP) and the Cr
e gene downstream from amelogenin promoter. In order to check the operation of the plasmid, pARIC and pCET
Z-17 were poured into the palate of a two-week-old mouse, and the gene was introduced in vivo by electropo
ration. The result showed the expression of the lacZ gene indicating that the expression of downstream lac
Z gene was the result of the expression of the Cre gene by amelogenin promoter. Moreover, this removed "EG
FP cDNA+stopper" inserted by loxP in pCETZ-17.
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１．研究開始当初の背景 
近年の再生医療技術の進歩は目覚ましく、

歯科領域でも智歯や乳歯に由来する幹細胞
の性質を有する細胞群が続々単離され、いわ
ゆる体性幹細胞を用いた歯の再生の可能性
が論じられている。例えば、智歯や乳歯に由
来する幹細胞と間葉系細胞との共培養、その
集合体の in vivo 移植から歯が部分的に再
生するという。歯幹細胞が歯形成に果たす重
要な役割は、このような他の細胞集団との共
培養による相互作用の中で果たされること
になるが、再生医療に現在用いられる骨髄細
胞移植のように、歯幹細胞を直接患部に移植
した時に、本当に治療効果をもたらすのだろ
うかという疑問と興味が湧く。 
歯の再生研究には、歯形成不全モデル動物

を用いた実験が必要である。これまで報告さ
れた歯形成不全モデル動物は、そのほとんど
がノックアウト（KO）マウスであり、種類は
か な り 限 定 さ れ る 。 例 え ば 、 OPG 
(osteoprotegrin), PTHrP (parathyroid 
hormone-related protein), amelogenin, 
ameloblastin, GDNF, periostin 等の KO マ
ウスはエナメル質あるいは象牙質形成不全
を示す。しかしながら、これらの KO マウス
はごく限られた研究施設でのみ飼育されて
おり、その使用は限定されている。今後特定
の歯形成細胞の不全を示すマウスが多種類
作製され、多くの研究者が入手しやすい状況
になれば、歯再生研究は今後さらに加速する
ものと期待される。 
一般的には、歯形成細胞のような特定の分

化細胞が歯形成期に特異的に死滅すれば、歯
形成は不完全なものになると考えられる。例
えば、上述の ameloblastin KO マウスでは、
エナメリンを作る ameloblast の機能が不全
となっている。 
申請者は歯形成期にジフテリア毒素 A 鎖

（DT-A）のような毒素タンパク遺伝子を歯形
成細胞に特異的に発現するように仕向けれ
ば、歯形成が不完全なマウスを作製できると
考えた。 
 
 
２．研究の目的 
特定の歯形成細胞に特異的に発現する遺

伝子のプロモーターを利用し、その下流に
DT-A 遺伝子を繋げた構築体（transgene）を
作製し、これをゲノムに導入された遺伝子導
入（transgenic；以下、Tg）マウスを作製す
れば、歯形成細胞特異的に DT-A が発現する
ため、当該細胞が死滅し、結果として歯形成
不全となると予想される。しかし、このよう
な Tg マウスは胎仔後期あるいは出生の段階
から歯が異常となるので、飼育・繁殖が難し
く系統の維持が難しい。親マウスが健全で、
交配で得られた仔が歯形成不全となるよう
にすれば、安定的に実験を行うことが出来る。
Cre-loxP系マウスをTgマウスと交配すれば、
それが達成されると考えた。 

研究分担者である佐藤らは、CETD-2 マウス
という Tg 系統を作製している。CETD-2 マウ
スは、-actin プロモーター+ loxP 配列 + 
EGFP cDNA+ CAT (chloramphenicol 
acetyltrasnferase) gene + poly (A)付加部
位 + loxP 配列 + DT-A 遺伝子 + poly (A)付
加部位から成る transgene を持つ。このマウ
スは普段は正常で、正常な繁殖性を示し、全
身に EGFP 由来の緑の蛍光を発する。-actin
プロモーターからの mRNA 合成が DT-A 遺伝子
の前で止まるからである。しかし、Cre 組換
え酵素が ameloblast 内に導入されると、Cre
は transgene 内の loxP 配列で挟まれた部分
を切り出し、-actin プロモーター + loxP
配列 + DT-A 遺伝子 + poly (A)付加部位の構
造に組み換える。その結果、DT-A 遺伝子の発
現が起こり、Cre を発現した ameloblast は死
滅し、エナメル質形成不全になると予想され
る。 
Cre を効率的に目的の歯形成細胞に発現さ

せるには、歯形成細胞特異的に Cre 遺伝子を
発現するプラスミドを構築し、これを有する
Tg マウス（ARIC マウス）を作製して CETD-2
マウスと交配させ、得られた仔である double 
Tg マウスを実験に用いる場合である。この
double Tg マウスでは、歯形成細胞特異的に
Cre 遺伝子を発現する結果、当該細胞でのみ
Creを介したCETD-2 transgene 内の組換えが
起こり、DT-A が発現する。その結果、当該細
胞は死滅し、エナメル質形成不全となる。 
本研究の目的は、Cre-loxP 系マウスを用い、

特定の歯形成細胞を破壊した歯形成不全マ
ウスを作製し、それが歯幹細胞を用いた歯の
再生研究に有効であることを示す。また、歯
形成不全マウス作製過程で得られる歯形成
細胞特異的に蛍光タンパクとCre遺伝子を発
現する Tg マウスを用いて歯形成のメカニズ
ムを解明する。 
 
 

３．研究の方法 
ameloblastやodontoblastが破壊されるこ

とによって生じる歯形成不全マウスを作製
する。ameloblast および odontoblast の破壊
には、amelogenin (AM) プロモーターと
dentin sialophosphoprotein (Dspp）プロモ
ーターをそれぞれ用いる。各プロモーターの
下流に蛍光遺伝子や Cre 遺伝子を繋げ、この
ような transgene を導入された Tg マウス
（ARIC および DEIC）を作製する。これら Tg
マウスと CETD-2 マウスとを交配して得られ
た double Tg マウスは、ameloblast あるいは
odontoblast 特異的に DT-A が発現し、当該細
胞が欠損した歯形成不全マウスを作製する。
詳細は以下の通りである。 
1) ameloblast と odontoblast に特異的な
蛍光遺伝子/Cre 遺伝子を発現するプラスミ
ドの作製 
歯形成細胞特異的に蛍光タンパクと Cre

遺伝子を同時発現する Tg マウスを得るため



に、まず transgene を構築する。ameloblast
を特異的に破壊するのに、AM プロモーター
を、odontoblast 破壊には Dspp プロモータ
ーを利用する。また、細胞内で 2種のタンパ
クを同時発現させるため、IRES と呼ばれる特
定の配列を蛍光タンパク遺伝子とCre遺伝子
の間に配置する。 
pARIC プラスミドは、AM promoter + HcRed1 

cDNA（赤蛍光タンパクをコード）+ IRES + Cre
遺伝子 + poly (A)付加部位から成る。pDEIC
プラスミドは、Dspp promoter + EGFP cDNA 
（緑蛍光タンパクをコード）+ IRES + Cre 遺
伝子 + poly (A)付加部位から成る。 
 
2) Tg マウスの作製と解析 
上記 2種のプラスミドから transgene 部分

とベクター部分を切り離し、transgene 部分
を B6C3F1 マウス受精卵前核に通法に従い、
顕微鏡下にて注入する。顕微注入卵は仮親雌
卵管内に移植し、最終的に出生仔を得る。生
後 4週目に出生仔から尾ゲノム DNAを抽出し、
PCR 検査を行い、Tg の有無の判定を行う。Tg
マウスは歯形成細胞特異的に蛍光タンパク
を発現しているので、妊娠後期から出生後ま
で口腔部を光実体顕微鏡で観察し、蛍光の有
無を調べる。蛍光が認められた系統について
は更なる解析を行う。妊娠後期（Day 15-17）
の Tg 胎仔を摘出し、口腔部を鏃状に切断し、
1-2 mm 厚のスライスを作製する。これを初
代培養し、蛍光顕微鏡下で歯形成細胞から発
せられる蛍光を観察すれば、歯形成メカニズ
ムをより詳細に記録できる。一方、ARIC Tg マ
ウスと DEIC Tg マウスとの交配で得られた 
double Tg マウスからは、ameloblast と
odontoblast の両方の細胞の動態を観察する
ことができる。 
 
3) double Tg マウスの作製とその解析 
CETD-2 マウスと ARIC Tg マウスあるいは 

DEIC Tgマウスとを交配して得られた double 
Tg マウスについて解析を行う。double Tg マ
ウスでは CETD-2 由来の EGFP 蛍光が全身的に
見られるので、CETD-2 transgene の所在は明
かであるが、ARIC あるいは DEIC transgene
の所在は不明なので、double Tg マウスの尾
の DNA を PCR で検索し、double Tg マウスで
あることを確認する。CETD-2 マウスと ARIC 
Tg マウスとの交配で得られた妊娠後期 Day 
18 頃の double Tg 胎仔では、ameloblast が
特異的に死滅し、生後 1-7 日目のマウスの口
腔部に、明かな異常が認められる可能性が高
い。ameloblast 欠損により引き起こされる病
態を組織学的に検討する。 
CETD-2 マウスと DEIC Tg マウスとの交配で

得られた double Tg マウスにも同様の解析を
行う。 
 
 
４．研究成果 
歯形成細胞特異的に DT-A 遺伝子を発現す

るプラスミドの作製に関しては、amelogenin 
promoter の下流に赤蛍光遺伝子（RFP）と Cre
遺伝子を繋げた構築体（pARIC）を作成した。
pARIC はエナメル芽細胞などの細胞内に導入
されると、amelogenin promoter が稼働し、
下流にある RFP が発現する。即ち、赤蛍光を
発する。同時に Cre 蛋白も発現する。本プラ
スミドの作動性（Cre-loxP 系を介した目的遺
伝子の発現誘導）を確認するため、pARIC と
pCETZ-17（ubiquitous な CAG promoter + loxP 
+ EGFP cDNA + stopper + loxP + lacZ gene 
+ poly(A) sites）とを生後 2 週のマウス口
蓋部に注入し、in vivo electroporation に
よる歯構成細胞への遺伝子導入を行った。そ
の結果、lacZ 遺伝子が発動した。これは、
amelogenin promoter により Cre 遺伝子が発
現し、これが pCETZ-17 内の loxP で挟まれた
EGFP cDNA + stopper を除去した結果、下流
の lacZ 遺伝子（目的遺伝子）が発現誘導さ
れたからと思われる。これにより、pARIC の
作動性が確認された（論文作成中）。 
現在、ARIC transgene をマウス受精卵核に

導入し、ARIC transgenic マウス系統を確立
しようとしている。将来的には、CETD-2 系統
（CAG promoter + loxP + EGFP cDNA + stopper 
+ DT-A gene + poly(A) sites から構成され
る transgenes を内蔵；すでに樹立）と交配
させる予定である。 
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