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研究成果の概要（和文）：象牙芽細胞分化の制御メカニズムのみならず，象牙芽細胞の分化に関わるマスター遺
伝子は未だ不明である．そこで，我々は，象牙芽細胞分化に関わるマスター遺伝子の探索を目的に，組織学的・
発生学的観点から網羅的解析を行った．その結果，いくつかの象牙芽細胞分化に関わる候補遺伝子を絞り込むこ
とができた．今後，これらの遺伝子の機能解析を行っていく予定である．

研究成果の概要（英文）：It is still unknown not only the mechanism but also the master regulator of 
odontoblastogenesis. Therefore, the final goal of our study is to identify the mater regulator of 
odontoblastogenesis. We performed the comprehensive analysis from the histological and developmental
 point of view using RNA-Seq, and could narrow down the several candidate odontoblastogenesis 
related genes. In the future, we are planing to perform the functional analysis of these candidate 
genes.
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１．研究開始当初の背景 
 歯の損傷時には歯髄保護のために象牙質
の自己修復が起きることが知られており，古
くから象牙質再生・歯髄保護に関する研究が
多数なされてきた．しかし，歯髄保護を目的
に行う直接覆髄法には，明らかな象牙芽細胞
誘導作用を有さない水酸化カルシウム製剤
が未だに広く用いられており，その予後も不
確実である． 
 一方，修復象牙質形成が誘導される際，刺
激により，歯髄内に存在する前駆細胞や歯髄
幹細胞が活性化され，新たに象牙芽細胞に分
化し，象牙質の再生が生じることが知られて
おり，歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導
メカニズムの解明が，象牙芽細胞のマスター
遺伝子の同定に繋がると考えられている．こ
れまで多くの研究者により，象牙芽細胞分化
のマスター遺伝子の探索がなされてきたが，
未だ同定には至っていない．その理由として，
歯髄組織より単離した歯髄幹細胞を象牙芽
細胞へと分化誘導したとする既存培養細胞
系は，その細胞形態等から培養細胞が象牙芽
細胞と同じ表現形を呈していない可能性が
あること，組織から特異的に象牙芽細胞と間
葉 系 幹 細 胞 を 分 離 す る た め Laser 
Micro-Dissection 法が用いられてきたが，微
量の RNA しか採取できないため，RNA 増幅の
ステップで S/N 比が低下し，精度の高い遺伝
子発現プロファイルのデータベースの構築
が困難であること，さらに，抽出された遺伝
子を絞り込む際にも，遺伝子 KO マウスを作
製し表現形を確認する以外に精度の高い確
認方法がなく，マスター遺伝子同定の研究効
率が悪いことがあった． 
 近年，歯胚上皮細胞と歯胚間葉細胞を用い
て，再生歯胚を創りだす「器官原基法」が開
発され，in vitroにおいて歯胚発生を忠実に
再現することが可能となった．したがって，
①発生時期の異なる歯胚間葉組織を経時的に
回収することで，細胞培養系を介することな
く，未分化な間葉細胞と分化した象牙芽細胞
の採取が可能となった．また，②次世代シー
クエンサー（NGS）の開発により，微量のRNA
で精度の高い遺伝子解析が可能となり，Laser 
Micro-Dissection法においてもRNA増幅のス
テップを介さない精度の高い解析が可能とな
った．さらに，iPS細胞の発見により細胞の分
化・未分化制御機構の理解が飛躍的に進み，
研究分担者である京都大学iPS研究所の渡辺
らは，③山中4因子とマスター遺伝子候補の転
写因子を同時に遺伝子導入すると，マスター

遺伝子を導入した時のみ，iPS細胞が樹立され
ないことを明らかにしてきた．つまり，山中4
因子よりもマスター遺伝子の方が細胞の性質
を方向付ける力が強いことを利用するのであ
る．これらの技術を応用すれば，遺伝子KOマ
ウスを作る事なく，高感度・ハイスループッ
トに各種細胞分化に係わるマスター遺伝子を
同定することが可能である． 
 
 
２．研究の目的 
 象牙芽細胞分化時の遺伝子発現プロファ
イルのデータベースを発生学的，組織学的ア
プローチで構築し，そのデータベースを用い，
iPS 細胞樹立技術を逆手に取ったマスター遺伝
子同定法を駆使して象牙芽細胞のマスター遺伝
子を同定することを本研究の目的とする． 
 
 
３．研究の方法 

(1) 発生学的アプローチによる象牙芽細胞分化
時の遺伝子発現プロファイルのデータベー
ス構築 
 発生時期の異なるマウス歯胚の間葉組織
から採取した未分化な間葉細胞および分化
した象牙芽細胞から RNA を精製し，RNA-Seq
にて，象牙芽細胞分化時の遺伝子発現プロフ
ァイルのデータベースを構築する． 

 
(2) 組織学的アプローチによる象牙芽細胞分化

時の遺伝子発現プロファイルのデー タベー
ス構築 
 生後 30 日齢のイヌ下顎骨より永久歯歯胚
を採取し，Laser Micro-Dissection 法にて象
牙質にライニングして存在する象牙芽細胞
および歯乳頭周囲に存在しこれから象牙芽
細胞へと分化する間葉系幹細胞を特異的に
採取する．これらの細胞から，RNA を精製し，
次世代シークエンサー (RNA-Seq)にて，増幅
ステップなしで転写因子の発現の差異を網羅
的に解析する． 
 

(3) 実験(1), (2)の構築データから象牙芽細胞
の分化に必須な遺伝子の抽出を行う． 
 
 
４．研究成果 

(1) 発生学的アプローチによる象牙芽細胞分化
時の遺伝子発現プロファイルのデータベー
ス構築 



 器官原基法を応用することで，細胞レベル
から器官が発生するプロセスを他の周囲組
織のノイズの影響を受けないで忠実に再現
することが可能となった．本技術を応用し，
①器官原基法により再構成された歯胚から
経時的にサンプリングし，歯胚発生における
上皮細胞および間葉細胞の遺伝子発現プロ
ファイルを構築した．また，②歯胚組織から
分離した上皮組織，間葉組織を別々に器官培
養した後，歯胚を再構成すると歯の発生率が
低下することが知られている．そこで，時間
と共にどのような遺伝子の発現変化により
歯胚発生が抑制されたかを明らかにするた
め，経時的にサンプリングし，遺伝子発現プ
ロファイルのデータベースを構築し，78の象
牙芽細胞の分化に関わる遺伝子の抽出に成
功した (図 1)． 

(2) 組織学的アプローチによる象牙芽細胞分化
時の遺伝子発現プロファイルのデー タベー
スの構築 
 象牙芽細胞は特徴的な細胞形態を呈してお
り，組織学的に区別可能である．そこで，生
後30日齢のイヌ下顎骨より鐘状期歯胚の永久
歯 犬 歯 歯 胚 を 採 取 し ， Laser 
Micro-Dissection法にて，象牙質にライニン
グして存在する象牙芽細胞および歯乳頭周囲
に存在しこれから象牙芽細胞へと分化する間
葉系幹細胞から特異的にRNAを採取し，次世代
シークエンサー（RNA-Seq）にて，増幅ステッ
プなしで転写因子の発現の差異を網羅的に解

析し，データベースを構築した．図2に主成分
解析の結果を示すが，興味深いことに歯原性
細胞と，未成熟な象牙芽細胞は類似した遺伝
子発現プロファイルを示すのに対し，成熟し
た象牙芽細胞はそれらと大きく異なる遺伝子
発現プロファイルを示した．また，96の象牙
芽細胞の分化に関わる遺伝子の抽出に成功し
た． 

 
(3) 実験(1), (2)の構築データから象牙芽細胞

の分化に必須な遺伝子の絞り込みを行い，大
変興味深い遺伝子の抽出に成功した． 
 今後は，象牙芽細胞分化関連遺伝子として
抽出された遺伝子の機能解析を行う予定で
ある． 
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