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研究成果の概要（和文）：ヒトの体には不完全ながら修復・再生能力が備わっている。皮膚損傷や骨折などで
は、自らの治癒能力を駆使して組織修復を行う。しかしながら失った組織や臓器が修復・再生されることはほと
んどない。歯科領域では、ヒトの歯のエナメル質は修復・再生不可能な組織である。我々はエナメル芽細胞分化
に必須の因子である、転写因子Epiprofin(Epfn)と複合体を作るT-Box1 (Tbx1)を同定した。Epfn-Tbx1複合体は
歯原性上皮細胞分化の過程でエナメル芽細胞分化に関与し、歯の上皮細胞の運命決定に関わっている可能性が考
えられる。

研究成果の概要（英文）：The human body is equipped with the ability to repair and regenerate, albeit
 imperfectly. In the case of skin injuries and fractures, we use our healing abilities to repair 
tissues. However, lost tissues and organs are rarely repaired or regenerated. In the dental field, 
the enamel of human teeth is a tissue that cannot be repaired or regenerated. We identified T-Box1 
(Tbx1), which complexes with the transcription factor Epiprofin (Epfn), an essential factor for 
ameloblast differentiation; the Epfn-Tbx1 complex is involved in ameloblast differentiation during 
dental epithelial cell differentiation and may be involved in determining the fate of tooth 
epithelial cells.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 幹細胞　転写因子　組織発生　組織再生　細胞運命決定　歯の再生

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の発生において特異的に発現する転写因子を組み合わせて歯原性上皮細胞の分化制御を行うことも独創的な点
であると考えられる。Epfn-Tbx1が複合体を作り、転写制御を行うことで、個々の因子がターゲットとしていた
遺伝子以外の標的因子が見つかる可能性を秘めており、非常にユニークであると考えられる。我々の研究からエ
ナメル芽細胞の新たな分化誘導法が判明し、この知見を利用してエナメルマトリックスの発現の制御、さらには
歯の再生で一番困難であると考えられているエナメル質再生のための基礎データとなると考えられる。さらには
将来の歯の再生技術への応用が可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの体には不完全ながら修復・再生能力が備わっている。皮膚損傷や骨折などでは、自らの

治癒能力を駆使して組織修復を行う。しかしながら失った組織や臓器が修復・再生されることは

ほとんどない。歯科領域では、ヒトの歯のエナメル質は修復・再生不可能な組織である。我々は

エナメル芽細胞分化に必須の因子である、転写因子 Epiprofin(Epfn)と複合体を作る T-Box1 

(Tbx1)を同定した。Epfn-Tbx1 複合体は歯原性上皮細胞分化の過程でエナメル芽細胞分化に関与

し、歯の上皮細胞の運命決定に関わっている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 

（1）Tbx1 の歯原性上皮幹細胞分化に与える影響の解明、（2）Epfn-Tbx1 複合体が細胞運命

決定に与える影響の解明、（3）Epfn-Tbx1 複合体を用いた歯原性上皮細胞に代わる cell 

source の探索を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）歯の発生におけるEpfnおよびTbx1の発現パターンの解析 

 歯の発生初期におけるTbx1およびEpfnの発現パターンを免疫染色法により解析する。さらに、

研究協力者であるNIH/NIDCRの山田吉彦博士の研究室で作成したEpfn遺伝子欠損マウスおよび

Tbx1遺伝子欠損マウスにおけるTbx1、 Epfnの発現パターンを解析することで、お互いの遺伝子

がどのように誘導されているか検討した。 

 

（2）Tbx1、 EpfnおよびTbx1-Epfn過剰発現細胞株の作製および機能解析 

 我々はすでに全長Tbx1およびEpfnのクローニングに成功しており、発現ベクターを作製して

いる。そこで、Tbx1、 Epfn過剰発現細胞株およびTbx1-Epfn共発現細胞株を作製し、その機能解

析をした。具体的には我々が以前作製した歯原性上皮幹細胞株であるCLDE細胞に遺伝子導入し、

エナメル芽細胞への分化能の検討、細胞増殖能の検討をした。その際、ameloblastin、 amelogenin

およびenamelinなどエナメル芽細胞分化マーカーを用いて評価をした。 

 

（3）Epfn-Tbx1複合体のプロモーター結合配列の同定 

EpfnがTbx1の発現をどのように制御しているかを調べ、EpfnがTbx1遺伝子のプロモーター領域

に結合しているかどうかをChIpアッセイで評価をした。 

 

（4）Epfn-Tbx1複合体による細胞周期調節の検討 

 CLDE細胞にTbx1、Epfn、またはTbx1とEpfnの両方を過剰発現することで、細胞増殖、細胞周期

に与える影響を増殖アッセイ、qPCR、Western Blotにて解析した． 

 

（5）Epfn-Tbx1複合体による細胞運命決定機構の検討 

 成体マウス口腔上皮細胞の初代細胞などを用いて、細胞運命決定スイッチングが起こるか確

認する。様々な細胞にEpfn、 Tbx1それぞれを単体で、もしくはEpfn-Tbx1を共過剰発現させ、エ

ナメル芽細胞分化マーカーを用いて評価をした。 

 
４．研究成果 

（1）歯の発生におけるEpfnおよびTbx1の発現パターンの解析 



WT-P1マウスincisor、 E14.5マウスmolar、 Tbx1 cKOマウスincisorにて免疫組織学的染色法を

用いてEpfn、 Tbx1、 Sox2の発現パターンを解析した。その結果、Epfnは細胞増殖期に発現が開

始して細胞分化期、タンパク分泌期まで継続的に発現していた。Tbx1は幹細胞期に発現が開始し

細胞増殖期まで継続して発現していた。Sox2に関しては幹細胞期のみに発現していた。これらの

結果からTbx1、 Sox2は幹細胞期に共発現し、Tbx1、 Epfnは細胞増殖期に共発現していることが

示された。さらにTbx1 cKOマウスにおいてSox2の発現が減弱しincisorのcervical loopの大き

さが減少していることが明らかとなった。 

 

（2）Tbx1、 EpfnおよびTbx1-Epfn過剰発現細胞株の作製および機能解析 

EpfnとTbx1の両方が幹細胞からameloblastへの分化に影響を与えているかどうかを確認するこ

とを試みた。CLDE細胞にTbx1、Epfn、またはTbx1とEpfnの両方を過剰発現することで、ameloblast

分化マーカーであるameloblastin、 amelogeninおよびenamelinの発現量をqPCRで解析した。Epfn

をトランスフェクトした細胞ではすべてのameloblast分化マーカーの発現レベルが高かった。

さらにTbx1とEpfnをトランスフェクトした細胞ではameloblast分化マーカーの発現レベルがさ

らに高かった。このことから、Tbx1とEpfnは細胞の分化運命決定制御していることが示唆された。 

 

（3）Epfn-Tbx1複合体のプロモーター結合配列の同定 

マウスP1切歯において、Tbx1がEpfnの発現を制御していること、およびその共発現パターンから

相互作用している可能性があることを確認した。Tbx1遺伝子配列中のATG前にRegion1とRegion2

が、ATG後にRegion3が存在することを確認した。Region2の配列はEpfnとの結合を示し、ChIPア

ッセイでFLAGタグにより確認された。Resion2 p32レベリングDNAを用いてゲルシフトアッセイ

を行い、Tbx1のResion2 DNA配列にEpfnが結合していることを確認した。その結果、EpfnはTbx1

のプロモーターDNA配列領域に結合していることが確認された。 

 

（4）Epfn-Tbx1複合体による細胞周期調節の検討 

 EpfnとTbx1の両方が細胞周期調節に影響を与えているかどうかを確認することを試みた。増

殖アッセイではTbx1とEpfnをトランスフェクトした細胞で増殖が減少した。qPCRではTbx1とEpfn

をトランスフェクトした細胞でp21の発現レベルが高かった。タンパクレベルでも同様の結果が

得られた。このことからTbx1とEpfnは細胞周期調節に重要な役割を果たすことが示唆された。 

 

これらの研究結果からエナメル芽細胞の新たな分化誘導法を導くことができた。転写因子

Epiprofin(Epfn)と 複合体を作る T-Box1 (Tbx1)の幹細胞維持、分化に関わるメカニズムが解

明された。 
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