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研究成果の概要（和文）：ラミニン-5と基底膜分子の受容体の１つであるインテグリンβ1に異常が生じること
で、上皮内の増殖因子であるShhの発現に異常が見られ始め、その影響が①間葉組織のPax9さらにはLef1の発現
に影響を与えるため歯胚の形態形成が進行しなくなること、②直接的に作用してエナメル芽細胞の極性を失われ
ることで歯胚の形態形成を停滞させた可能性が示唆された。また、インテグリンシグナルを介してエナメル芽細
胞の極性形成が誘導されることから、EL/seaではその機能が十分に働かない可能性も考えられた。

研究成果の概要（英文）：A detailed study using in situ hybridization and immunohistological analysis
 revealed that the absence of third molar (M3) in EL mice is strongly controlled by the interaction 
between integrin-α6β1 and laminin-5. Based on the results, it was indicated that abnormality of 
interaction between integrin-α6β1 and laminin-5 might induce abnormal expression of Sonic hedgehog
 (Shh) gene followed by aberration of Lymphoid enhancer-binding factor 1 (Lef1) and Paired box gene 
9 (Pax9). These results suggest that integrin-α6β1 and laminin-5 constituting the basement 
membrane molecules play an important role in the development of the tooth germs of M3 in EL mice. We
 concluded that the tooth agenesis of M3 in EL mice is regulated by the basement membrane proteins 
such as integrin-α6β1 and laminin-5.

研究分野： 小児歯科学
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１． 研究開始当初の背景 

現在まで、歯の発生に関わる分子レベルで

の研究には、主にマウスがモデル動物として

用いられており多くの知見が得られている

（ Genes Dev, 8:2691-2703,1994, Dev. Biol, 

278:130-143,2005, Eur J  Oral Sci, 

116:1-10,2008）。さらに、正常な歯胚の初期発

生における上皮－間葉系組織の遺伝子相互

作 用 の 解 明 が 進 め ら れ て い る （ Cell 

90:247-255,1997, Science 282:1136-1138,1998 

Human Molecular Genetics, 3605-3617, 2005）。

第三臼歯を特異的に欠如する自然発症型マ

ウス（EL/sea）が発見され、ヒトの歯の欠如

のメカニズム解明の有用なモデルとなるこ

とが報告されている（Ped Dent J , 19-20,2000）。

そこで、EL マウスを用いることで、歯胚消

失のメカニズムを解明し、将来的には歯胚の

rescue や第三大臼歯の選択的消失という観点

から医療の現場に役立てることが可能とな

る。 

近年、歯胚の形成には基底膜分子である

ラミニンと歯原性上皮細胞の相互作用が必

須であることや上皮細胞側の基底膜分子受

容体が歯の発生にとって重要な役割を演じ

ていることが報告されている（J  Biol Chem. 

281:5008-5016, 2006）。基底膜分子受容体と

して注目されているのがインテグリン β1

であり、歯胚上皮における主要なインテグ

リンは α6β1 と α3β1 であるが、インテグリ

ン β1 のコンディショナルノックアウトマ

ウスの研究から上皮のインテグリン β1 と

基底膜分子の相互作用が内エナメル上皮の

分化、特に極性化において重要であること

が報告されている（J Dent Res 88(6):539-544, 

2009）。すなわち、本研究においては、歯の

発生過程で重要な上皮－間葉系相互作用に

対する基底膜分子の役割を検討するととも

に、ラミニン－インテグリンを介したシグ

ナル伝達の異常が、歯胚の消失過程にどの

ように関与しているのかを検討する。 

２．研究の目的 

本研究では、自然発症型欠如歯モデルマウ

スである EL/sea を用い、上下顎第三臼歯に限

局した歯胚の発育停止とその後に起こる歯

胚の消失メカニズムを解明することを目的

とする。すでに、一連の連鎖解析および分子

生物学的研究から、EL/sea マウスにみられる

歯の欠如には、Lef1 ならびに Shh 遺伝子の関

与が強く示唆されている。 

本研究の目的は、細胞外マトリックスであ

るラミニンに注目し、EL/sea マウスにみられ

る歯胚の発育停止から消失に至る現象が、ラ

ミニン－インテグリンを介するシグナル伝

達の異常に起因するのか否かを検討するこ

とである。EL/sea を用いることで、歯種特異

的に歯胚が消失するメカニズムにおいて、細

胞外マトリックスの役割と制御機構を解明

することが可能と考えられる。さらに、得ら

れた分子生物学的情報からヒトの歯の再生、

とくに、発育停止状態にある歯胚を rescue す

る歯科医療技術の構築を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

（１）免疫組織化学的観察 

 正常マウスである EL/Kw の 1 日、5 日、7

日齢と第三臼歯歯胚消失モデルであるEL/sea

の 5 日、7 日、10 日齢について、Shh、Pax9、

Lef1、laminin-5 ならびに integrin-α6β1 の抗体

で、通法に従い免疫組織学的染色を行った。 

 

（２）in situ ハイブリダイゼーション（ISH）

による遺伝子発現量の経時的観察 

Shh 、 Pax9 、 Lef1 、 laminin-5 ならびに

integrin-α6β1 遺伝子を対象として遺伝子発現

の局在を検討するため、EL/Kw の 1 日、5 日、

7 日齢と EL/sea の 5 日、7 日、10 日齢のマウ

スから下顎骨を摘出し、組織の固定・包埋後、

凍結切片を作製した。Vector への cDNA のサ

ブクローニング後、テンプレート DNA の作

製を行った。さらに、テンプレート DNA を



用いて RNA プローブの作製ならびにテンプ

レート DNA の除去後、作製したプローブを

用い標的遺伝子であるLef1およびShhのハイ

ブリダイゼーションを非アイソトープ系抗

体反応により実施し、シグナルを検出した。 

 

４．研究成果 

（１）免疫組織化学的観察 

 Shh の発現は、EL/sea と EL/kw の間で大き

く異なり、EL/sea の 7 日齢以降は消失傾向で、

発現異常は主に上皮側で認められた。Lef1 の

発現は、EL/seaとEL/kwの間で大きく異なり、

とくに EL/sea の 10 日齢での発現異常が顕著

であり、主に間葉側で認められた。Pax9 の発

現は、EL/seaの 5日齢以降で EL/kwと比較し、

わずかに発現がみられたが、その発現異常は

主に間葉側で認められた。laminin-5 および

integrin-α6β1 の発現は EL/sea と EL/kw の間で

大きな違いは認められなかった（図１A-B）。 

 (A)      1 日齢   5 日齢   7 日齢 

EL/Kw    

     5 日齢     7 日齢   10 日齢 

EL/sea      

         

(B)       1 日齢   5 日齢   7 日齢 

EL/Kw    

     5 日齢     7 日齢   10 日齢 

EL/sea      

図１A（Shh の免疫染色 Kw5 日齢と 7 日齢

は×100、その他は×200） 

  B（Lef1 の免疫染色 Kw5 日齢と 7 日齢

は×100、その他は×200） 

 

（２） in situ ハイブリダイゼーション 

 Shh の発現は、EL/sea と EL/kw の間で大き

く異なり、EL/sea のすべての日齢で発現が認

められなかった。Lef1 の発現は、EL/sea と

EL/kw の間で大きく異なり、EL/sea の 10 日

齢では間葉側に極わずかな発現が認められ

た。Pax9 の発現は、主に間葉側で認められ、

EL/seaの 7日齢以降で EL/kwと比較し部位特

異的な発現はみられなかった。laminin-5 の発

現は、EL/sea と EL/kw の間で異なり、EL/sea

では上皮の間葉側に偏るように発現が認め

られた。Integrin-α6β1 の発現は、EL/sea と

EL/kw の間で異なり、EL/sea では極性を失っ

たように上皮内に不規則な発現が認められ

た。（図２A-D）。 
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図２A（Shh の ISH、×50）、B（Lef1 の ISH、

×50）、C（laminin-5 の ISH、×50）、D

（integrin-α6β1 の ISH、×50） 

 

laminin-5 と integrin-α6β1 の発現について、

EL/Kw と EL/sea マウスの間で明らかな違い

が認められた。とくに、EL/Kw の 5 日齢と

EL/sea の 7 日齢の比較において、内エナメル

上皮における発現が極性を失っている可能

性が示唆された。EL/Kw の 7 日齢と EL/sea 10

日齢においても、同様な所見が得られた。す

なわち、laminin-5 と基底膜分子の受容体の１

つであるインテグリン β1 に異常が生じるこ

とで、上皮内の増殖因子である Shh の発現に

異常が見られ始め（EL/sea の 5 日齢）、その

影響が①間葉組織の Pax9 さらには Lef1 の発

現に影響を与えるため歯胚の形態形成が進

行しなくなること、②直接的に作用してエナ

メル芽細胞の極性を失われることで歯胚の

形態形成を停滞させた可能性が示唆された。

また、インテグリンシグナルを介してエナメ

ル芽細胞の極性形成が誘導されることから、

EL/sea では、その機能が十分に働かない可能

性も考えられた。 
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