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研究成果の概要（和文）：本研究では、IGF-Iによる歯の形態制御機構を解明するため、マイクロアレイによりIGF-Iが
発現を変動させる因子の同定を行った。さらに、歯の発生過程においてIGF-Iが歯性間葉細胞に及ぼす影響を解析する
ために、マウス歯胚から単離した歯性間葉細胞を用いて培養実験を行った。その結果、IGF-Iは歯の発生を制御する因
子の発現を亢進し、また、歯性間葉細胞の増殖と分化を亢進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We identified the molecules which are regulated by IGF-I with microarray analysis 
to clarify the mechanisms of tooth morphogenesis regulated by IGF-I. As a result, IGF-I upregulated 
expressions of various molecules that modulate tooth development. Moreover, we performed in vivo study to 
analyze the effects of IGF-I on mice dental mesenchymal cells. IGF-I induced proliferation and 
differentiation of dental mesenchymal cells.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、再生医療の研究が盛んに行われてい

る中、歯科領域においても失われた歯の再生

における研究も著しく行われている。多数歯

にわたる先天性欠如の起こる頻度は約 7~
8％であり、これまで、矯正的歯の移動によ
る欠損部の空隙閉鎖や人工的な補綴物での

処置が行われてきた。歯の先天性欠如に対す

る治療の重要性が着目され、2012 年に 6 歯
以上の非症候性部分無歯症の矯正歯科治療

は保険適用となった。将来的に、「歯の再生」

の実用化が可能になった場合、治療の選択肢

は増え、国民の歯科医療において有益である

と考えられる。

申請者の所属するグループは、インスリン

受容体の変異が原因の疾患である妖精症の

患者において、insulin like growth factor I 
(IGF-I)を長期投与されていた歯の歯冠幅径
が著しく大きく、そのため重度の叢生が認め

られることを報告した（Fukunaga et al, 
Angle Orthod, 2007）。この知見から、歯の
発生を調節する因子のうち、IGF-I が歯の大
きさを制御する働きを担っていると推論し

た。そこで、マウス人工歯胚から発生した再

生歯の大きさを、IGF-I により制御できるか
解析した結果、IGF-I による再生歯のサイズ
の増大が明らかとなった。以上のことから、

再生歯の大きさを制御するうえで IGF-Iは有
用であることが示されたが、IGF-I による歯
胚形態制御における分子生物学的制御メカ

ニズムは、ほとんど明らかではない。

また、歯の発生過程において、上皮・間葉

組織間での様々な情報伝達は、細胞の増殖や

分化を時間•空間的に制御することにより、

正常な歯の発生を誘導する。この上皮•間葉

相 互 作 用 に は 、 BMP4-Msx1-LEF1 、
FGF4-Msx1 など多数のシグナル伝達経路が
存在する。さらに近年Wnt-Bmpフィードバ
ック経路が歯の器官形成における相互的な

シグナル伝達分子のダイナミクスを制御す

る重要な経路であると報告され（Daniel J, 
Sci Signal, 2012）、歯の発生で認められる上
皮•間葉相互作用におけるシグナル伝達経路

の解明が進んできた。しかしこれまでの報告

は、シグナル伝達経路の断片的な解析しか成

されていない。

 
２．研究の目的 
本研究では、IGF-I を応用した再生歯の形

態制御方法の確立を目指し、歯の発生過程に

おいて IGF-Iシグナルが歯胚形態におよぼす
影響を遺伝子発現レベルで網羅的に解析す

るために、マイクロアレイによるデータマイ

ニングを応用することとした。これにより、

IGF-I による形態制御を受けた歯胚における、
IGF-I下流遺伝子の同定を目指した。さらに、
IGF-I の歯胚間葉細胞の増殖および分化に及
ぼす影響を調べることとした。

 
３．研究の方法 
（１）歯胚上皮および間葉組織における

マイクロアレイを用いた IGF-I 下流遺伝
子の同定

胎生 14.5 日のマウス下顎臼歯歯胚を摘出
し、IGF-I 添加、非添加下にて器官培養を行
った。培養後、Dispase 処理により上皮組織
と間葉組織に分離した。得られた組織のRNA
精製を行い、マイクロアレイの試料とした。

（２）IGF-I が歯胚間葉細胞の増殖に及
ぼす影響の解析

胎齢 14.5 日マウスの下顎臼歯歯胚から間
葉細胞を単離し、10% FBS を添加した
DMEM 培地にて培養した。サブコンフルエ

ントに達した時点で細胞を 0.05% trypsin/ 
EDTA により回収した。得られた細胞を

96well plateに播種し、10% FBSを添加した 
DMEM を用いて培養を行った。翌日から、

0, 10, 100, 500ng/ml の IGF-Iを添加し、Cell 

counting kit-8 (WST8; DOJINDO, 



Kumamoto, Japan)を用いて、添付のプロコ
ールに従って、培養 1から 6日目の増殖能を
毎日測定した。

（３）IGF-I が歯胚間葉細胞の分化に及
ぼす影響の解析

胎生 14.5 日のマウス下顎臼歯歯胚を摘出
後、上皮および間葉組織に分離した。酵素処

理を行い単離した歯胚間葉細胞を IGF-I添加、
非添加下にて 7 および 14 日培養した。トー
タル RNA を抽出後、精製を行い、cDNA を
合成した。得られた cDNAを、real-time PCR
の試料として用い、象牙芽細胞分化マーカー

として知られている Dmp1 の発現パターン
を解析した。

（４）IGF-Iが再構成歯胚における Dmp1
発現に及ぼす影響の解析

胎生 14.5 日のマウス下顎臼歯歯胚を摘出
後、上皮および間葉組織に分離し、酵素処理

により各々組織を細胞へ単一化した。単一化

細胞は遠心部分離後に上清を除去し、I 型コ
ラーゲンゲルにハミルトンシリンジを用い

て各々の高密度細胞間懸濁液を互いに接合

させるように注入し、再生歯胚を作製した。

IGF-I添加、非添加ゲルを用い、14日器官培
養を行った。培養した再構成歯胚は、HE 染
色および Dmp1 免疫組織学染色解析を行っ
た。

４．研究成果

（１）歯胚上皮および間葉組織における

マイクロアレイを用いた IGF-I 下流遺伝
子の同定

対照群と比較して、IGF-I添加によって２
倍以上発現が上昇した遺伝子は、上皮組織に

おいては 38個、間葉組織においては 81個認
められた。これらの解析によって、IGF-I に
よる歯の発生に関わるシグナルの亢進が示

唆された。

（２）IGF-I が間葉細胞の増殖に及ぼす
影響の解析

歯胚由来間葉細胞は、培養 2から 5日目に
かけて活発な増殖を示し、5から 6日目にか
けてプラトーに達した。特に活発な増殖が認

められた培養 3、4 日目においては、IGF-I
の濃度依存的な増殖の亢進が認められ、100
および 500ng/ml において、対照群と比較し
有意に増殖が亢進した。

したがって、IGF-Iは増殖期にある歯胚間
葉細胞の増殖を亢進させることで、歯の形態

を制御する役割を担うことが示唆された。

（３）IGF-I が歯胚間葉細胞の象牙芽細
胞分化に及ぼす影響

象牙芽細胞分化マーカーである Dmp1 の
発現は、培養 7日目において、IGF-Iにより
影響を受けなかった。しかし、14 日目には、
IGF-Iの濃度依存的なDmp1の亢進が認めら
れ、100および 500 ng/mlでは有意な上昇を
示した。これらの結果より、in vitro におい

て IGF-1 が天然歯の発生過程において象牙
芽細胞分化を促したことが示唆された。

また、IGF-Iによる再構成歯胚の免疫組織学
的解析の結果、Dmp1は IGF-I添加、非添加
群ともにエナメル芽細胞層および象牙質と

前象牙質の接合部位に発現が認められた。
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