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研究成果の概要（和文）：本研究は歯の発生段階における遺伝子発現を網羅的に解析し、器官再生に必要な知見
の集約を目的としている。CAGE法やscRNAseq法を用いて、陥入した上皮細胞から分化する全ての細胞群の分化マ
ーマーの同定に成功した。また個々の分子の解析にて、Sox21は陥入上皮が、歯になるのか毛になるのかを決定
する重要な分子であることを見出した。さらにエナメル芽細胞に強く発現するGpr115は歯の石灰化過程において
pHセンサーとして機能し、石灰化の促進に重要な役割を演じていた。これらの発見は、歯の発生における新たな
知見になるとともに、各種器官の運命決定を明らかにするために基礎的な知見になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to comprehensively analyze gene expression at 
the developmental stage of teeth and to collect the knowledge necessary for organ regeneration. 
Using the CAGE and scRNAseq method, we succeeded in identifying the differentiated markers of all 
cell groups that differentiate from invaginated epithelial cells. In the analysis of individual 
molecules, Sox21 was found to be an important molecule that determines whether the invaginated 
epithelium becomes a tooth or a hair. Furthermore, Gpr115, which is strongly expressed in 
ameloblasts, functions as a pH sensor in the process of tooth calcification and plays an important 
role in promoting calcification. These findings were considered to be new findings in tooth 
development and basic findings to clarify the fate determination of various organs.

研究分野：小児歯科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の発生は他の器官形成と共通する部分も多く、歯の発生研究で得られた成果は、毛、唾液腺、肺、肝臓や腎臓
などの再生に大きく貢献できる。我々は歯の発生に関わる遺伝子発現に関して、大規模な解析データをデータベ
ース化した。このことで類似の研究を進める多くの研究者にとって利用価値の高い情報を無償で提供し、当該領
域の研究推進に大きく貢献するができた。また歯と毛の発生のスイッチイングに関わる分子を同定し、歯胚由来
細胞から毛を作成できたことは、新たな再生療法の開発において新たな方向性を提示する可能性が示され、再生
医療技術開発に大きな進展をもたらした。

※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、研究者個人に帰属します。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
	 歯の発生は、口腔上皮の肥厚によりスタートし、肥厚した上皮の陥入と陥入した上皮の周囲に
集積する神経堤由来の間葉細胞との相互作用によって形成される。同様の発生過程を示す器官
として、唾液腺などの線組織や毛、また上皮系細胞ではなく内皮系の細胞陥入により肺、肝臓や
腎臓などが形成される。これまで歯の発生に関わる上皮系細胞と間葉系細胞を人工的に誘導し、
これら細胞を人為的に相互作用することで歯の再生に必要な基本技術の開発が行われてきた。
実際、胎児由来の上皮細胞および間葉細胞をコラーゲンゲル状で融合させる器官原基法と呼ば
れる方法で、歯胚組織を形成する技術が開発され、我々の研究グループにおいても iPS 細胞か
ら、歯の上皮系細胞であるエナメル細胞および間葉系組織である象牙芽細胞の誘導に成功した。
しかしながらこれらの技術は、ヒトの歯の再生を実現化させるためには、複雑で高コストである
ことから、より簡便な方法での再生技術の開発が必要であった。 
 器官の再生を実現するためには、より詳細な発生過程を理解する必要があり、これまで限られ
た細胞の分化マーカーの発現状況の確認のみならず、器官を構成する個々の細胞の分化状況を
正確に把握し、細胞同士の相互作用を理解し、それらを厳密に制御する必要がある。したがって
近年急速に発展してきている次世代シークエンサー等を用いた大規模な遺伝子発現解析が必要
であり、これらの解析から各器官の運命決定を行うマスター分子の同定が重要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、臓器形成に必要な上皮系および内皮系細胞と間葉系細胞の相互作用における、期
間の運命決定機構を明らかにすることで、器官再生に必要な分子基盤の同定を行うことを目的
とした。 
	 歯および唾液腺は、口腔上皮から陥入した細胞集団によって誘導され、毛に関しては皮膚上皮
の陥入によって生じる。一方で口腔内には毛は生じないし、皮膚から歯や唾液腺が形成されるこ
とも無い。したがってすでに口腔上皮と皮膚上皮の差によって器官形成の運命決定が行われて
いる可能性を考え、口腔上皮と皮膚上皮の遺伝子発現の差と、その発現差が器官の運命決定にど
のように関わっているか明らかにすることとした。また器官発生の運命決定において、上皮・内
皮細胞にその決定機構が存在するのか、あるいは器官特異的な間葉細胞が存在するのか、さらに
は両方の組織に器官特異性が必要であるのかを明らかにすることで、器官再生に向けた細胞調
整の概念を決定する必要があると考え、全身の各種器官の発生過程における器官特異的遺伝子
の発現様式と時空間的配置を明確化することを考えた。 
 これらの研究成果を組み合わせることで、より簡便で効率的な器官再生技術の構築に必要な基
礎知見の集積を目指した。 
 
３．研究の方法 
	
	 これまで歯の発生過程における包括的な遺伝子スクリーニングとして、歯胚における EST デ
ータベースを作成し、その中でエナメル質形成に必要なアメロブラスチンの同定に成功した。ま
た cDNA マイクロアレーを用いたスクリーニングから歯特異的転写因子である Sp6/epiprofin や
象牙質特異的細胞外マトリックスである TM14 の同定に成功し、遺伝子改変マウス等を用いてそ
の機能を明らかにしてきた。またこれら従来型の遺伝子スクリーニングから、歯の発生に重要で
あると予想された Sox21 や Gpr115 などの新規分子の機能解析を行うこととした。	
	一方で、包括的な遺伝子スクリーニングは、次世代シークエンサーの開発により、より大規模
で実施することが可能となった。特に CAGE 法では、転写開始店での翻訳数を正確に評価できる
ため、遺伝子のスプライシングや同一遺伝子においても転写開始点の違いによる発現量の差の
評価、さらに non-coding	 RNA 等の発現解析も可能となった。また single	 cell	 RNA	 sequence	
(scRNAseq)は、器官に存在する全ての細胞の個々の遺伝子発現を確認することができること、さ
らにこれら遺伝子発現の変化を時系列で追うことで、分化段階における網羅的な遺伝子発現情
報を確認することができる。したがって本研究では、各器官における CAGE 法解析と歯の発生段
階におけるマウス切歯および臼歯の scRNAseq 解析を併用することとした。またこれらの解析で
重要と考えられた遺伝子に関しては、遺伝子改変マウスや過剰発現あるいは発現抑制細胞を作
成し、分子機能の解析を行うこととした。	
	
４．研究成果	
	
１）Sox21 の機能解析	

	 従来型の遺伝子発現解析で同定した Sox21 の歯胚発生過程での発現を解析した結果、陥入上



皮での発現は全く認められなかったが、陥入
上皮から分化した内エナメル上皮から分泌
期エナメル芽細胞に分化する段階から発現
が認められた。また本分子を欠損させたマウ
スを用いた解析では、重度のエナメル質形成
不全を示し、歯の発生に極めて重要な分子で
あることが判明した。驚くべきことに Sox21
欠損マウスにおいては、エナメル芽細胞の分
化過程において一部の細胞が毛包を形成す
る細胞に分化し、最終的には毛を生じること
を見出した（右図）。つまり本分子は、口腔
内で毛にならないようにするために抑制分
子であることが明らかとなった。	
	我々は Sox21 が、どのようにして歯の形成
を促進し、一方で毛への分化を抑制している
のかを明らかにするため、コントロールマウ
スと Sox21 欠損マウスの歯胚における
RNAseq 解析を実施した。その結果、Sox21 欠
損マウスでは Anpc10 の著明な発現低下が認められた。Anpc10 はユビキチンープロテアソームシ
ステムにおける基質認識分子の一つであり、細胞内での分子特異的なタンパク分解に関与する
分子である。Anpc10 の発現抑制により、細胞増殖や上皮—間葉転換に関与する Skp2 や Smad3 の
発現上昇を示した。またエナメル芽細胞分化に関わるアメロブラスチンやアメロジェニンに発
現抑制が認められ、これらの結果が歯を形成する細胞から毛への形成に関与する細胞への形質
転換を引き起こしたのだろうと予想した。つまり Sox21 は、陥入上皮が歯になるのか毛になるの
かのスイッチングに関わっているという新たな器官形成の分子機構に関与する重要な分子であ
ることが判明した。	
		
２）Gpr115 の機能解析	

	 G 蛋白共有型受容体である Gpr ファミリーは、非常に多くの分子を包括するファミリーであ
り、細胞外の様々な分子シグナルを細胞内に伝達する重要な分子である。その中で Gpr115 は、
成熟したエナメル芽細胞に特異的に発現していたことから、エナメル質の石灰化に寄与してい
ることを想定して解析を進めた。	
	Gpr115 のエナメル芽細胞における機能解析を行うために、Gpr115 欠損マウスの歯の表現系解
析を行なった。Gpr115 欠損マウスは、Sox21 と同様に重度のエナメル質形成不全症を呈してい
た。またその形成不全は、エナメル質の量の変化ではなく、ミネラルの沈着が阻害されているこ
とが EDX 解析から判明した。骨や歯の石灰化過程において、最終的にはハイドロキシアパタイト
が解析されるが、その過程において水素イオンが放出され酸性環境下になることが知られてい
る。骨形成の際は、この水素イオンは周囲に拡散していくが、エナメル質の形成部位は閉鎖環境
であることから、水素イオンの放出は酸性環境を誘導し、石灰化に不利な状況を作り出す。Gpr115
の機能解析において、Gpr115 は pH が低下すると、Car6 を発現し、酸性環境を中和する作用を示
すことを見出した。つまり Gpr115 は pH センサーとして機能し、ハイドロキシアパタイト形成時
に放出される水素イオンを中和し、石灰化を更新すること、Gpr115 欠損マウスではエナメル質
形成部位において、pH を上昇させることができないために、石灰化に抑制的な環境を生じてし
まうことを発見した。これらの知見は、エナメル質がなぜ高度に石灰化するかを示す新たな知見
となった。	
	
３）CAGE 法および scRNAseq 解析による歯胚発生の全体像の把握	

	

	従来型の包括的な遺伝子スクリーニングにおいても、上記のように歯の発生や器官形成のスイ

ッチングに関わる分子の同定が可能であった。したがってこれら解析を他の器官発生に応用す

ることで、新たな分子機構の発見につながることが予想できるが、遺伝子発現の絶対量や時空間

的細胞の相互作用を解明するには多大な時間とコストを生じることが示唆された。そこで CAGE

法および scRNAseq 解析によって、より詳細な歯の発生機構の解明を目指した。歯の発生過程に

おいて陥入した上皮細胞は、上皮幹細胞から少なくとも４種類（内および外エナメル上皮、中間

層細胞、星状網細胞）に分類され、この中で内エナメル上皮がエナメル芽細胞に分化し、最終的

にはエナメル芽細胞へと分化する。エナメル芽細胞への分化に関しては、多くの細胞分化マーカ

ーが同定されているが、他の細胞集団においてはこれらマーカー分子の同定が十分に行われて

おらず、そのため機能解析も困難な状況であった。我々の CAGE 法および scRNAseq 解析によっ

て、各細胞において少なくとも 10 種類以上もの細胞特異的分化マーカー分子を同定することに

成功した。さらにこれまで単一の細胞集団として考えられていたエナメル芽細胞においても、増

殖因子等を分泌する細胞と、石灰化に関わる基質分泌に関わる細胞との２種類が存在しており、
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それぞれ機能を補完しあっていることを見出した。今回同定した数多くの分子郡に関して、個別

の機能解析を行うことで、歯の発生の全体像を明確化できるとともに、他の器官発生との差を明

らかにすることで、器官特異的な再生誘導技術の開発に応用可能であると考えられた。	
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