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Abstract：Tooth is one of the essential organs in our body, and plays the important roles to maintain 
and improve our quality of life (QOL). Regenerative medicine has been achieving the remarkable 
progress for several years, and tooth is also one of the hot research targets for regeneration therapy. 
To regenerate tooth, we need to understand whole tooth developmental program at molecular level. 
Reverse genetics has brought us many molecular details at the early stage of tooth development, 
however, the late stage of tooth development is not fully understood. We are now trying to elucidate 
the molecular paradigm on the development of dental epithelial cells.
　During these studies, we found the new genetic linkage between amelogenesis imperfecta (AI) and 
a 2-bp insertional mutation of transcription factor Sp6, and proposed it as a new molecular diagnostic 
candidate for AI patients.
　In this review, I would like to summarize about AI based on the responsible genes including current 
topics in the late stage of tooth development, and to discuss about what we can learn from those for 
regenerative tooth and future direction.
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Ⅰ．はじめに

　「歯」は，咀嚼をはじめ，会話や感情表現によるコ

ミュニケーション機能，脳機能の活性化や全身の健康と

も関連が示唆されている「臓器」の一つであり，私たち

の生活の質（Quality of Life；QOL）の維持・向上に大
きな役割を果たしている。しかし，生体の中で最も硬い

組織であるエナメル質を持つ「歯」も，骨とは異なり，

再生されることは無い。従って，何らかの原因で永久歯

を失うと，私たちは床義歯やインプラント等の人工補綴

物を装着しなければ QOLを維持することは難しく，歯

の喪失はすべての人々が経験する可能性のある身近な問

題である。

　現在様々な臓器・組織の「再生医学・再生医療」が注

目され，基礎研究が進められており，歯もそのターゲッ

トの一つである。科学技術・学術審議会研究計画・評価

分科会ならびにライフサイエンス委員会幹細胞・再生医

学戦略作業部会による「iPS細胞研究のロードマップ」
（平成25年２月１日付け）には，これからの10年間に「歯

の再生」が肺等と並んで想定されており，国民のニーズ

の高さがうかがえる。
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　通常，臓器再生へのアプローチは本来の発生過程に学

ぶことが多い。リバースジェネティクスによって多くの

マウスモデルが作製されたことにより，歯の発生過程に

ついても多くの関連遺伝子が同定されてきた 1, 2）。しか

し，歯の初期分化過程である歯胚形成期の分子同定が主

流であり，後期分化過程であるエナメル質形成（アメロ

ジェネシス）や歯根形成，萌出メカニズム等に関する分

子レベルでの研究はやや遅れている。また一方で，同定

された個々の分子についてもそれらの組織特異性，時空

間的制御機構，分子間の相互作用や分子スイッチ等，未

だ不明な点が多い。歯の再生を実現化するためには，歯

の発生・分化過程の全体像を把握することが重要である。

　私たちはこれまで，「歯の再生」を実現化するための

基礎研究として，特にアメロジェネシスにつながる歯

原性上皮細胞の分化機構に焦点を当て，研究を進めて

きた 3）。その過程で今回，エナメル質形成不全症モデ

ルラットの新規責任遺伝子として，転写因子 Specificity 
protein 6（Sp6）のフレームシフト変異を同定したので報
告し，そこから見える課題と展望についてまとめてみた

い。

Ⅱ．エナメル質形成不全症（AI）と責任遺伝子

　エナメル質形成不全症（amelogenesis imperfecta，AI）
は遺伝性疾患であり，その表現型はエナメル質に限局

し，形態学的また機能的にエナメル質の形成不全を認め

る 4, 5）。発症頻度は欧米で700人から14,000人に１人の
頻度と報告されている 6, 7）。表現型はバリエーションに

富むが，現在一般に引用されている分類は1988年に出

されたWitcopの分類 7）に基づき，低形成型，低成熟型，

低石灰化型，タウロドンティズムを伴う低成熟－低形成

型の４つに大きく分類される（表１）。

　遺伝様式で分類すると，X連鎖優性または劣性，常染
色体優性または劣性の４様式があり，現在ヒトの症例ま

たは実験動物で報告のある責任遺伝子についてまとめる

と，表２のようになる。

　責任遺伝子には当初，amelogenin 8-19）をはじめ，

ameloblastin 20），enamelin 21-29），MMP20 22, 30-32），KLK4 33）

といったエナメルマトリックスおよびその成熟に関わ

る分子の報告が中心であったが，その後，転写因子で

ある Dlx3 34）や，機能が不明の Fam83h 35-41），Wdr72 42），

Fam20a 43-45）といった遺伝子の報告も見られるように

なった。しかしながら，未だ半分以上の AI患者症例で，
責任遺伝子が不明である 46）。また，最近の報告では「他

臓器の疾患を伴う AI」という表現の報告がふえており，
例えば，Fam20aの変異では AIに加えてエナメル腎症
候群（ERS）や歯肉線維腫症候群（AIGFS）を併発して
いる症例が報告されている 43, 44）。このような症例は，遺

伝性疾患ではあるが，本来の AIの定義（「classic」AI；
表現型は歯に限局）と異なるため，AIという表現が適
切かどうか，難しいところである 46）。

表１　エナメル質形成不全症の分類
（modified from Witkop, 19897））

表２ 原因遺伝子に基づいたエナメル質形成不全症の分
類のまとめ
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　最近，ゲノムワイドの発現遺伝子プロファイリングが

可能となり，とくにアメロジェネシスの後期分化段階に

おいてエナメル芽細胞内で起こっているイベントに関す

る，分子レベルの網羅的解析が進みはじめている 47-49）。

そこで本稿では，エナメル芽細胞の分化段階として，幹

細胞から TA期の細胞を経て内エナメル上皮，前エナメ
ル芽細胞，分泌期エナメル芽細胞までを初期分化過程，

移行期エナメル芽細胞から成熟期エナメル芽細胞，退

縮エナメル上皮に至るまでを後期分化過程と定義し，稿

を進めたい。後期分化ではエナメル芽細胞が，エナメ

ルタンパク質の合成期から，電解質の輸送やタンパク

質の分解，さらに水やタンパク質の脱却を行い，エナメ

ル質の硬化を促進する過程に相当する。例えば細胞内カ

ルシウムイオン濃度を調節するために ER膜に存在する
STIM1は ER内の貯蔵カルシウムイオン濃度が低下する
とコンフォメーショナルチェンジにより細胞膜に存在

する ORAI1のポア形成を通してカルシウムイオンを流
入させる 50, 51）。また，Slc24a4はナトリウム－カルシウ
ム exchangerとしてイオンの調節に一役買っており，AI
の原因候補遺伝子とされたが，表２に示すようにヒト

でも STIM1，ORAI1，Slc24a4の遺伝子変異は他の疾患と
ともに AIを併発していることが報告された 59-61）。さら

に重炭酸イオンの調節に関わっている SLC4A4（NBCe1）
と SLC4A2（AE2）の変異もヒトまたはマウスで AIを発
症することが報告されている 62-64）。このように他臓器と

AIが関連してくると，現在責任遺伝子が不明の患者症
例に対し，新たな診断基準や治療法が生み出される可能

性があると考える。エナメル芽細胞分化後期過程での分

子メカニズムの解明は，今，新しい局面を迎えはじめて

いる。

Ⅲ．AI モデルラット：AMI

　私たちが研究に用いたモデルラット AMIは，Stroke-
prone spontaneously hypertensive rat （SHR-SP系）のコロ
ニーから自然発症した AIモデルラットである 65）。表現

型は切歯がチョーク様白色で硬度に欠け，簡単に摩耗す

る，低形成型の AIである 65, 66）。げっ歯類の切歯はヒト

と異なり，正常なエナメル質形成が行われると鉄の沈着

に伴い黄色く着色することが知られており，エナメル質

の形成が不全であると白色を呈するため，容易に判別で

きる（図１）。組織学的にはエナメル芽細胞分化が不十

分で，分泌期～成熟期エナメル芽細胞が極端に少なく，

退縮期エナメル芽細胞が多い 66, 67）。また分泌期～成熟期

エナメル芽細胞は，極性はあるが細胞の高さが低く不揃

いで，核が必ずしも基底側に局在せず，エナメル芽細胞

分化が異常である。この AMIラットの遺伝様式は常染
色体劣性であるが，責任遺伝子は不明であった。

　そこで，生後７日の AMIラット大臼歯から全 RNA
およびゲノム DNAを抽出し，既知の AI責任遺伝子に
ついてシークエンス解析した結果，すべて正常である

ことを確認した 67）。さらにアメロジェネシスに関わる重

要な遺伝子群について解析を進めた結果，これまで当研

究室で研究を進めてきた転写因子 Sp6の翻訳領域に２bp
の塩基挿入があることを発見した（図２Ａ）67）。その結

果，SP6タンパク質は DNA結合部位と考えられている
３つのジンクフィンガードメインのうち，３番目のジン

クフィンガードメインがフレームシフト変異により破壊

され，新規の11アミノ酸の付加を伴った変異型として

翻訳される（図２Ｂ）。この Sp6遺伝子変異のホモ変異
体（以下 Ami/Amiと表記）と AIの表現型の相関につい
てリンケージ解析を行った結果，ロッド値35.46となり，
非常に強い相関関係があることが示された 67）。

　次に，この表現型をレスキューするため，まず CMV

図１ 正常ラットおよびエナメル質形成不全症ラット
AMIの下顎写真
正常ラットでは切歯の唇側にエナメル質の形成に
伴う黄色い着色が認められるが，AMIラットで
はエナメル質形成不全のため，切歯の唇側は白色
である（矢印）。

図２　AMIで見つかった SP6のフレームシフト変異
Ａ．正常および AMIラットの Sp6の塩基配列
（上段）とアミノ酸配列（下段）。AMIラットの Sp6
には2 bpの塩基挿入（朱書き）により，フレーム
シフト変異が生じた結果，新規11アミノ酸（下
線部）が翻訳されて新規終止コドン（＊）で終結
する。
Ｂ．SP6タンパク質の構造の模式図。C末側のボッ
クスはジンクフィンガーモチーフを示す。黒い
ボックスはＡで下線を引いた部分に相当する。
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プロモーターに Sp6のコード領域をつないだ発現ベク
ターを野生型（WT）ラットに遺伝子導入し，Sp6トラ
ンスジェニックラット（トランスジーンを持つため，こ

こでは遺伝子型をWt/Wt+Tgと表記）を作製した。その
後，遺伝子型が Ami/Amiの AMIラットと交配させ，生
まれた Wt/Ami+Tg型のラット（表現型は正常）と AMI
ラットをもう一度交配させ，生まれた Wt/Ami+Tg型の
ラットと Ami/Ami+Tg型ラットの表現型を比較検討し
た。ところが Ami/Ami+Tgラットの歯の色が改善しな
かったため，組織切片を作製し，SP6タンパク質の発現
部位を免疫染色にて確認した。私たちの作製した抗 SP6
抗体は，SP6の C末端を認識するペプチド抗体である
ため，正常型の SP6のみを検出する 68）。正常組織では

SP6は前エナメル芽細胞から成熟期エナメル芽細胞にお
いて検出された。一方，Ami/Ami+Tgラットでは，前エ
ナメル芽細胞から分泌期エナメル芽細胞には発現せず

（Ami/Amiの場合と同じ），本来発現が低下し始める成熟
期エナメル芽細胞に多く発現していた 67）。

　注目すべき点として，Ami/Ami+Tgラットでは極性を
持った背の高いエナメル芽細胞が検出され，さらに異所

性 SP6の発現を伴う成熟期エナメル芽細胞の増加と，退
縮期エナメル芽細胞の減少が認められた 67）。従って，エ

ナメル芽細胞の形態学的分化は部分的に改善されたもの

の，SP6の時空間的な調節が出来ないため，完全なレス
キューができなかったと考えられた。

Ⅳ．転写因子 SP6の構造と機能

　転写因子 Sp6は，Sp/KLFファミリーメンバーの１つ
であり，マウス臼歯の全 RNA由来 cDNAライブラリー
から発見された 69）。発生歯胚初期の歯原性上皮細胞，毛

包，肢芽の上皮に限局して発現し，歯胚では分化の進行

とともにエナメル芽細胞に限局して発現が維持されると

ともに，細胞増殖に関与していることが示唆されたこと

から，epiprofinとして報告されている 69）。

　図３に示すように，Spファミリーは現在９つのメン
バーが報告されており，その構造としては N末端の SP
ドメイン（機能不明），C末端に３つの C2H2タイプ Zinc
フィンガードメイン（DNA結合部位），また Zincフィ
ンガードメインの N末側に Btdドメイン（機能不明）
を共通に有している 70, 71）。SP6はその中で１つだけ SP
ドメインを持たず，N末側にはプロリンリッチな配列
を有している。SP1から SP4は600-800アミノ酸からな
るタンパク質で比較的大きく，かつユビキタスに発現

し，様々な役割を担っているが 72, 73），SP5-SP9は400ア
ミノ酸前後からなるタンパク質で，組織特異性が報告

されている 69, 74-79）。とくに Sp7は osterixとも呼ばれ，骨
のマスター遺伝子として知られる Runx2の下流で働く
重要な因子である 77）。DNA結合認識配列は一般的に Sp 
familyは GC box，KLF familyは GT boxを優先的に認識
する 70, 71）が，SP6の DNA結合認識配列はまだ特定され
ていない。

　SP6の機能を解明するために，２つのグループが全
身の Sp6遺伝子を欠失させたマウスを作製し，歯，毛，
肺，四肢の異常を報告した 75, 80）。この Sp6欠失マウスの
表現型は AMIラットに比べて重篤である（表３）。とく
に歯に関しては萌出遅延と過剰歯，エナメル質の低形成

を含む歯の形態形成の異常が認められた（表３）。この

多様性は，SP6がWntシグナルと BMPシグナルを制御
する可能性を示唆した Ibarretxeらの報告 81）からも理解

できるように，SP6の機能が細胞増殖だけでなく，細胞

図３　転写因子 SPファミリーメンバーのタンパク質ドメイン構造と主な組織分布のまとめ
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分化にも深く関与していることを示唆している。

　この SP6の機能を探るため，私たちは生後６日目
のラット下顎前歯の TA領域から前エナメル芽細胞の
あたりの細胞群から歯原性上皮細胞を分離・培養し，

Limiting dilutionにより樹立した歯原性上皮細胞クロー
ンである G5細胞 82）を用いて，まず SP6を恒常的に過剰
発現させた C9細胞を樹立し，SP6の標的因子をマイク
ロアレイにて網羅的に解析した 68）。その結果，BMPシ
グナルのアンタゴニストであるフォリスタチンの発現

が，SP6によって抑制されていることを発見した 68）。こ

れはエナメル芽細胞分化が BMPシグナルにより厳密に
制御されていることと一致し 83, 84），SP6がネガティブレ
ギュレーターを制御することによってアメロジェネシス

に関与していることが示唆された。

　また一方で，この C9細胞の維持培養の過程から SP6
タンパク質が半減期の短いタンパク質であり，プロテア

ソーム系の分解システムにより制御されていることを明

らかにするとともに，C9細胞，G5細胞のプロテアソー
ム活性が高いことを見出した 85）。このタンパク質の特性

とプロテアソーム活性は，AMIのレスキュー実験にお
いて，本来発現すべき細胞に SP6を過剰発現させられな
かったこと，言い換えれば変異型 SP6と正常型 SP6を共
存させることはできなかったことと何らかの関係がある

可能性が考えられる。

　さらにプロテアソーム阻害剤であるMG132と Sp6の
siRNAを組み合わせて SP6の発現をコントロールする
ことにより SP6の標的遺伝子を検索したところ，エナメ
ルタンパク質の一つである amelotinや，細胞極性に重
要な Rock1の発現に影響を及ぼしていることが示唆さ
れた 85）。変異型 SP6が正常型と異なる活性を持つのであ
れば，AIの表現型が説明できるかもしれない。そこで，
SP6の構造と活性の相関について現在解析中である。
　興味深いことに，最近，常染色体劣性遺伝様式の骨形

成不全症の患者症例で，転写因子 Sp7に１塩基挿入のフ
レームシフト変異が原因であることが報告された 86）。こ

の変異では私たちの AMIと同様にフレームシフトによ
り３番目のジンクフィンガーが破壊されていた。Sp7の
欠失マウスモデル 87）は Runx2の欠失マウスモデル 88）と

同様に，全身の骨形成ができない重篤な表現型であるこ

とに対し，フレームシフト変異はややマイルドである点

では，Sp6の場合と類似している。従って，３番目のジ
ンクフィンガー（または変異型）は細胞特異的な機能を

担っている可能性がある。

　Sp/KLFファミリーの C末端の３つのジンクフィンガー
ドメインについては，DNAの結合能は２番目および３
番目のジンクフィンガーが強く関与しており 89-91），１番

目のジンクフィンガーは E2Fや HDAC1，p300などと相
互作用することによりその転写活性化能と DNA結合能
を制御されているという報告がある 92-94）。変異型 SP6で
は３番目のジンクフィンガードメインが破壊されている

ことから，DNA結合能への影響が懸念されるとともに，
タンパク質相互作用についても検討する必要がある。

Ⅴ．転写因子Sp6の発現制御機構
　SP6タンパク質の細胞特異性の高い発現様式は，
mRNAレベルでも制御を受けている。mRNAの発現機
構を解明することは，同時に細胞特異性を規定する分子

メカニズムを解明することにつながるため，大変重要で

ある。

　そこで，Sp6の発現調節機構を調べるために，まずマ
ウス胎仔下顎（胎生18.5日）の臼歯の全 RNAを用いて
5’ RACEを行った。その結果，Sp6遺伝子は２つの転写
開始点を有することを見出し，それぞれ exon 1aおよび
exon 1bと名付けた 95）。これらのプロモーター領域には

いずれも TATA boxがなく，TATA-lessプロモーターで
あることも見出した 95）。さらにプロモーター解析の結果

から，これらのプロモーター活性には細胞特異性がある

こと，また第３のプロモータ ーの存在する可能性を示
唆する結果を得た95）。ところが Sp6の5’末端については，
他の２つのグループが独立して解析を行い，exon 1aま
たは exon 1bに相当する exonを，それぞれ単一の「exon 
1」として報告している 69, 96）。具体的には，マウス胎

仔（胎生19.5日）の臼歯の全 RNAを用いて5’ RACE解
析を行ったグループは，TATA boxを伴う転写開始点を
exon 1aより33bp下流の位置に報告している 69）。一方，

testisの全 RNAを用いて解析したグループでは，exon 
1a より約5.2kb下流に，TATA-lessの exon 1bのみを報告
した 96）。このように，遺伝子構造に関して異なる報告が

存在することから，真の転写開始点の同定は Sp6の発現
調節機構を探る上で解明すべき必須の課題である。

　また，別の Sp6の発現調節機構として，Sp6には
「opposite strand Sp6」と名付けられた antisense RNAが存
在することが報告された 96）。これは Sp6の組織特異的・
時間特異的な転写が，プロモーター以外の理由で調節さ

れていることを示唆している。

　一方，私たちは Sp6の発現を制御する因子として，
Wnt1と BMP2が活性化因子である可能性を報告した 95）。

さらに最近，転写因子 Bcl11b/CTIP2が Sp6プロモーター

表３　AMIラットと Sp6欠失マウスでの表現型の比較
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に直接結合することも報告された 97）が，Sp6の転写調節
に機能的に関与しているかどうかは不明であり，これに

ついては現在私たちも検討中である。

Ⅵ．おわりに

　細胞の運命決定は多くの場合，転写因子がその司令塔

である。しかしながら「歯のマスター遺伝子」となり得

る転写因子は未だわかっていない。

　今回私たちは AIの新規責任遺伝子として転写因子
Sp6の変異を発見し，新たな AI患者の遺伝子診断の候
補遺伝子として報告した。Sp6は歯だけでなく毛，肺，
肢芽においても重要な役割を担っていることから，マス

ター遺伝子というよりはむしろ主要な調節遺伝子の１つ

として，組織・細胞特異的に，時空間的制御を厳密に受

けながら標的遺伝子をコントロールしていると考えられ

る。

　歯における Sp6の特異性を追求することで，歯の発生・
分化プロセスの全貌の理解に努め，歯の再生や遺伝性疾

患の新たな治療法の開発等につなげていきたい。
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