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研究成果の概要（和文）：ヒトでは大臼歯以外は１度だけ生え変わり、歯の数は厳密に制御されている。われわれは、
歯の数の制御による歯の再生医療を目指し、過剰歯（正常な歯数以上に存在する歯）を有する種々の遺伝子欠損マウス
の解析により、そのメカニズムを明らかにした。現在、そのメカニズムを応用した分子標的治療による歯の再生を目指
し、研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：Human teeth are diphyodont excepting the permanent molars. The number of teeth is 
usually strictly determined. A number of mouse mutants provide insights into the supernumerary tooth 
formation. The rescue of tooth formation in genetically defined mouse models clearly demonstrates the 
feasibility of inducing de novo tooth formation via the in situ repression of a single targeted gene. Our 
investigations and related studies clearly validate the hypothesis that the de novo repression of target 
genes could be used to stimulate arrested tooth germs in order to induce new tooth formation in mammals. 
Molecular targeted therapy is a type of treatment in which drugs or other substances are used to 
specifically attack certain cell types by interfering with critical target molecules.
Molecularly targeted therapy seems to be a suitable approach in tooth regeneration.

研究分野： 口腔外科
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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。近
年、その分子メカニズムが徐々に明らかとな
ってきた。われわれは, 3 世代に過剰埋伏歯
が優性遺伝した家系について, RUNX2 に遺伝
子変異を同定した（Takahashi K,et al., 
Current Topics in Genetics, 2008）。更に,
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に先駆け
て、過剰歯を見出した。USAG-1 欠損マウスで
は、「USAG-1 欠損→BMP のシグナリングが増
強→歯間葉細胞のapoptosis が抑制→本来な
ら消失する痕跡的な乳切歯の発生が進み萌
出」と考えられた（Murashima-Suginami A, et 
al., Biochem Biophys ResCommun, 2007, 
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,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。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
歯を報告した(Huang B, et al., Oral Dis, 
2012)。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。 
 
２．研究の目的 
歯牙再生に関する研究は、従来より組織工

学的な手法を用いた方法が数多く報告されて
きたが、近年、遺伝子工学的手法を用いた歯
牙再生や第3 生歯の形成等新しい方向性が模
索されるようになってきた。しかし、その具
体的なアプローチは全く報告されていない。
本研究では、歯数制御の分子メカニズムに着
目し、そのメカニズムを明らかにすることに
より、生物本来の歯牙の自然な発生のしくみ
を利用し、第3 生歯を形成させることにより
歯牙再生を目指している。 
 
３．研究の方法 
歯数を増加することのできるUSAG-1 等の

標的分子を局所で、機能抑制/機能亢進し、第
3 生歯を形成することにより歯牙再生を目指
すため、下記項目について研究を実施する。 
(1) 遺伝子欠損マウスを用いた歯数制御およ

び歯の大きさの分子メカニズムの解析 
われわれが現在解析に用いている歯数制御

に関るUSAG-1、BMP7、Runx2、等の遺伝子欠損
マウスの解析に加えて、各遺伝子のダブルノ
ックアウトマウスを作製し、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およ
び歯の大きさにおける関わりを解析する。 
(2) 局所での標的分子の機能抑制/機能亢進

によりin vitro で歯数を増加させるシス
テムの確立 

第一鰓弓の器官培養、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。標的分子のsiRNA や中和抗体等用
いて機能抑制し、また組み換えウイルスや組
み換えタンパクを用いて機能亢進を行い、in 
vitro で歯数を増加させるシステムを確立す
る。効率的に歯数を増加できた標的分子に関
しては、同様な生理活性を持った化合物のス
クリーニングを行う。 
(3) 哺乳類の基本歯式を有する実験動物を用

いたin vivo で歯数を増加させるシステ
ムの確立 

in vitro で歯数を増加させることのでき
た標的分子のsiRNA、中和抗体、組み換えウイ
ルス、組み換えタンパク、化合物を用いる。
それらをヒトに近い哺乳類の基本歯式を有す
る実験動物の歯胚部へ局所導入し、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。 
 
４．研究成果 
USAG-1 と BMP-7，各々の発現部位を検討し

たところ，E13-15の上顎切歯部においUSAG-1
と BMP7 の共発現を認めた． P0 の上顎切歯部
において USAG-1 KO マウスでは歯数が増加す
るのに対し、USAG-1 と BMP-7 の double KO マ
ウスにおいては野生型と同一の歯数になっ
た．上顎切歯部において USAG-1 の欠損によ
る歯数増加を BMP-7 欠損により rescue でき
ることを示した．以上のことから，上顎切歯
部において USAG-1 は BMP-7 の拮抗分子であ
り，BMP-7 が歯数制御に関わると考えられた．
胎生15日のUSAG-1 変異マウスの上顎切歯歯
胚を摘出し、BMP-7 含有ゼラチンハイドロゲ
ルとともに腎被膜下に移植し、成長させた。
WT では 1本、Hetero においては 2本、つま
り本来の切歯と過剰歯が確認できた。KOでは
2本確認でき、Hetero よりも大きい過剰歯を
認めた。Hetero においても歯数増加を認めた
ことから、上顎切歯部において USAG-1の欠
損による歯数の変化をBMP-7の過剰投与によ
り増強できることを示した。ヒトにおいても
BMP-7 を標的分子として歯の再生を目指す新
しいアプローチとなる可能性を示唆した。 
Runx2-/- が 胎 生 致 死 で あ る た め

Cebpb-/-/Runx2+/-を用いて上顎切歯部での過
剰歯の形成について解析した。組織幹細胞の
ひとつであるエナメル上皮幹細胞のステム
セルエイジングが過剰歯形成を引き起こす
ことを示唆する以下の興味深い研究結果を
見出した。Runx2+/-においては胎生期の上顎切
歯歯胚に浸透率 78％で budding を生じ、
budding にエナメル上皮幹細胞マーカーであ
る Sox2 陽性細胞が充満していることを見出
した。Cebpb-/-/Runx2+/-ではさらに budding が
伸長し、浸透率も 100%となった。しかし、過
剰歯の形成には至らずbuddingは退化消失し
た。Cebpb-/-マウスにおいては生後 3か月以降
に野生型マウスに比べて有意に上顎切歯の
apical budの縮小とエナメル上皮幹細胞数の
減少を認めた。さらに apical bud 近傍で異
所性エナメル質の増生を認めた。 
Cebpb-/-/Runx2+/-マウスは、生後 3か月以降

に初めて上顎切歯のapical bud近傍に過剰歯
の形成を認めた。Cebpb-/-マウスにおいては、
apical bud 近傍でエナメル上皮幹細胞がステ
ムセルエイジングにより、未分化性を維持で
きなくなった。その結果、エナメル上皮幹細
胞がエナメル質を分泌するエナメル上皮細胞
へと分化し、apical bud 近傍に異所性にエナ



メル質の増生を引き起こしたのではないかと
考えられた。 
先天性無歯症は症候群性と非症候群性に

大別され、皮膚およびその付属器を含む外胚
葉性組織の先天性欠損である外胚葉性異形
成症（ectodermal dysplasia：EDA）は症候
群性先天性無歯症の代表的な症候群である。
また、鎖骨頭蓋異形成症（Cleidocranial 
dysplasia; CCD）の亜系において、RUNX2 遺
伝子の変異が先天性無歯症の原因となるこ
とも近年報告された。非症候群性先天性無歯
症においては、以下の家族性で原因遺伝子が
同定されたものが報告されている。また、先
天性無歯症の原因遺伝子の多くは、マウスと
ヒトで共通であることが知られている。われ
われは、先天性無歯症モデルマウス（RUNX2
遺伝子欠損マウス）と過剰歯モデルマウス
（USAG-1 遺伝子欠損マウス）を交配すること
によって歯の形成が回復することを見出し
た(未発表データ)。さらに近年、先行研究
（Kowalczyk C, J Biol Chem, 2011) におい
て症候群性先天性無歯症の１つであるEDA遺
伝子変異モデル犬に対し、EDA の抗体製剤を
投与することによって正しい位置・方向・長
さの歯が再生できることが示された。このこ
とは，先天性無歯症治療薬の開発に成功した
というばかりでなく，分子標的薬による歯の
再生が現実的なものとなったことを意味す
る．日本政府は全国的な産学連携型の医療開
発環境をてこ入れするため，昨年度より国立
研究開発法人日本医療研究開発機構（Japan 
Agency for Medical Research and 
Development :AMED）を設立した．その事業
のなかで，最新の医学・生命科学研究により
明らかとなった病気，病態の仕組みを効率よ
く創薬に結び付けるため，創薬支援推進事業
が行われている．その創薬支援推進事業―創
薬総合支援事業（創薬ブースター）の 41 の
支援テーマのうち，幸運にもわれわれの「希
少疾患先天性無歯症治療薬の開発研究」が歯
科領域として唯一採択された．現在，再生医
療の臨床研究として分子標的治療による欠
損歯の再生を目指し，先天性無歯症治療薬の
開発に取り組んでいる． 
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