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研究成果の概要（和文）：象牙芽細胞特異的遺伝子Dspp及びエナメル芽細胞特異的遺伝子Amelxの発現をGFP及び
tdTomatoで検出できるDspp-GFPマウス及びAmelx-tdTomatoマウス、二つの遺伝子改変マウスよりDspp-GFP；
Amelx-tdTomatoマウスを作成し、象牙芽細胞及びエナメル芽細胞を別蛍光を指標に組織学的及びフローサイトメ
トリーにて同定・単離した。これら二重遺伝子組み換えマウスから胚性幹細胞株を樹立し、別蛍光を指標に試験
管内で象牙芽細胞とエナメル芽細胞の誘導を試みている。これらのマウスから培養前は陰性で培養後に蛍光陽性
になる象牙芽細胞或いはエナメル芽細胞の前駆細胞を同定している。

研究成果の概要（英文）：We established Dspp-GFP; Amelx-tdTomato double transgenic mice, that enable 
us to detect odontoblasts and ameloblasts as GFP-expressing cells or tdTomato-expressing cells 
fluorescently. Using these mice, GFP+ odontoblasts and tdtomato+ ameloblasts were identified and 
isolated by immunohistochemistry and flow cytometry. Furthermore,  we have established embryonic 
stem cell lines from  Dspp-GFP; Amelx-tdTomato  double transgenic mice and attempted to induce GFP+ 
odontoblasts and tdTomato+ ameloblasts in vitro using different fluorescence markers. 
In addition, from these mice, we have identified progenitor cells of odontoblasts or ameloblasts 
that are negative before culture but become positive for fluorescence after culture by using  tooth 
organ culture.

研究分野：発生学、再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会におけるQuality of lifeは、非常に重要であり、特に歯の維持や歯の再生医療は大きな期待をされ
ている。歯はエナメル質を産生するエナメル芽細胞と象牙質を産生する象牙芽細胞からなり、本研究では、初め
て、象牙芽細胞特異的遺伝子dentin sialophosphoprotein及びエナメル芽細胞特異的遺伝子Amelogenin の発現
を同一個体で別々の蛍光で検出できるマウスや胚性幹細胞株を作成した。これらの系は蛍光を指標にエナメル芽
細胞と象牙芽細胞を簡単に検出することができ、今後期待される歯の試験管内再生や治療の有効な道具となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯の形成は歯上皮と神経堤由来の歯間葉との相互作用で進み、前者はエナメル質を産生するエ
ナメル芽細胞に、後者はデンチンを産生する象牙芽細胞に分化する。これまでエナメル芽細胞に
特異的に発現する遺伝子の一つである Amelxや象牙芽細胞に特異的に発現する遺伝子の一つで
ある Dsppの遺伝子破壊マウスは、エナメル質形成不全症や象牙質形成不全症のモデルとなるこ
とが報告された。しかしながら、これらの遺伝子座に蛍光タンパクを挿入したマウスは報告され
ておらず、エナメル芽及び象牙芽細胞を適切に標識し、簡単に単離・同定することはできなかっ
た。AMELXはエナメルマトリックスタンパクの 90％をしめ、DSPPは象牙質の非コラーゲン
蛋白の主成分であることから、我々は Amelxと Dsppの遺伝子座に GFP及び tdTomatoを挿入
した遺伝子組み換えマウスを作成することを考案し、別蛍光タンパク質で、エナメル芽細胞及び
象牙芽細胞を検出・同定することを試みることにした。同時に両遺伝子組み換えマウスを交配す
ることで、同一個体あるいは試験管内で別蛍光タンパクを指標に、エナメル産生細胞と象牙質産
生細胞を検出できる方法を樹立することで、歯の分化誘導を簡単に検出する方法の開発につな
がるのではないかと考えた。また、胚性幹細胞株から象牙質を産生する象牙芽細胞とエナメル質
を産生するエナメル芽細胞の分化誘導の報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
歯の発生は歯上皮と神経堤由来の歯間葉の相互作用で進み、歯上皮はエナメル芽細胞に、歯間葉
は象牙芽細胞に分化する。歯では細胞系譜特異的標識及び幹細胞を用いた歯の器官再生は殆ど
行なわれていない。本研究は、象牙芽細胞特異的遺伝子 dentin sialophosphoprotein (Dspp)及
びエナメル芽細胞特異的遺伝子 Amelogenin (Amelx)に焦点を置き、両遺伝子の発現を同一個体
で別々の蛍光で検出できるマウスや胚性幹細胞株を用いて、蛍光を指標に象牙芽細胞とエナメ
ル芽細胞を誘導すること、また培養により蛍光陽性の象牙芽或はエナメル芽細胞へ分化できる
蛍光陰性の前駆（幹）細胞を歯髄・歯胚及び胚性幹細胞から同定、単離することである。これら
の前駆（幹）細胞、特に単一化細胞を用いて歯の器官形成の培養系を確立することである。さら
に、胚性幹細胞株から象牙質を産生する象牙芽細胞とエナメル質を産生するエナメル芽細胞の
分化誘導系を確立することである。 
 
３．研究の方法 
１）我々が樹立した Amelx-tdTomato マウスのエナメル芽細胞が tdTomato で標識されているか
を免疫組織学的方法或いは細胞を単一化して、フローサイトメトリーにて確認する。２）我々が
樹立した Dspp-GFP マウスの象牙芽細胞が確かに GFP で標識されているかを免疫組織学的方法或
いは細胞を単一化して、フローサイトメトリーにて確認する。３）エナメル芽細胞と象牙芽細胞
を同一個体で別蛍光で検出できる Amelx-tdTomato；Dspp-GFP 二重遺伝子組み換えマウスのエナ
メル芽細胞と象牙芽細胞が tdTomato 及び GFP で検出できるかを免疫組織学的方法或いはフロー
サイトメトリーにて確認する。４）歯胚中の象牙芽細胞の前駆細胞を同定する目的で、象牙芽細
胞に分化する前は GFP 陰性で象牙芽細胞に分化すると GFP 陽性になる細胞分画を単離し、歯胚
培養にて確認する。５）歯胚中のエナメル芽細胞の前駆細胞を同定する目的で、エナメル芽細胞
に分化する前は tdTomato 陰性でエナメル芽細胞に分化すると tdTomato 陽性になる細胞分画を
単離し、歯胚培養にて確認する。６）Amelx-tdTomato；Dspp-GFP 二重遺伝子組み換えマウスから
胚性幹細胞株を樹立し、試験管内で GFP 陽性の象牙芽細胞及び tdTomato 陽性のエナメル芽細胞
を誘導する系を検討する。 
 
４．研究成果 
実験１）我々が樹立した Amelx-
tdTomato マウスのエナメル芽細胞が
tdTomato で標識されているかを免疫
組織学的方法或いはフローサイトメ
トリーにて確認した。図１に示すよ
うに、エナメル芽細胞は tdTomato 陽
性で、上皮マーカーの Epcam1 陽性で
CD147 や CD49f を発現した。 
 
実験２）我々が樹立した Dspp-GFP マ
ウスの象牙芽細胞が確かに GFP で標
識されているかを免疫組織学的方法
或いはフローサイトメトリーにて確
認する。 



図２に示すように、象牙芽細胞は GFP 陽
性でフローサイトメトリーにて CD45-
Epcam1-分画（非血液/上皮）に存在し、
CD90や integrin a4等の細胞表面マーカ
ー陽性であり、単離できることを明らか
にした。 
 
実験３）エナメル芽細胞と象牙芽細胞を
同一個体で別蛍光で検出できる Amelx-
tdTomato；Dspp-GFP 二重遺伝子組み換え
マウスのエナメル芽細胞と象牙芽細胞
が tdTomato 及び GFP で検出できるかを
免疫組織学的方法或いは細胞を単一化
してフローサイトメトリーにて確
認する。 
Amelx-tdTomato；Dspp-GFP 二重遺伝
子組み換えマウスでは確かに、エナ
メル芽細胞は tdTomato 陽性で象牙
芽細胞は GFP 陽性であることがわ
かった（図３）。このマウスを用いれ
ば、同一個体で別蛍光でエナメル芽
細胞と象牙芽細胞を簡単に検出で
きる。フローサイトメトリーにて、
GFP 陽性細胞、tdTomato 陽性細胞、
少数の GFP+/tdTomato+陽性の細胞
を検出することができ、上皮細胞マ
ーカーEpcam1を用いてtdTomato+の
エナメル芽細胞を分離することができる（図
４）。 
 
実験４）歯胚中の象牙芽細胞の前駆細胞を同
定する目的で、象牙芽細胞に分化する前は
GFP陰性で象牙芽細胞に分化するとGFP陽性
になる細胞分画を単離し、歯胚培養にて確認
する（図５）。 
胎生 E12.5-14.5 の歯間葉は Dspp を発現し
ないことから、GFP 陰性間葉細胞を単離し、
歯上皮と共培養し、GFP 陽性の象牙芽細胞が
誘導できることを歯胚培養にて確認し、陰性分画に象牙芽細胞の前駆細胞が存在することを確
認した。現在、様々な細胞表面分子を用いて、分画化し、どの細胞表面因子を発現する分画が象
牙芽細胞の前駆細胞を多く含むか検討中である（図６）。 

 
 
実験５）歯胚中のエナメル芽細胞の前駆細胞を同定する目的で、エナメル芽細胞に分化する前は
tdTomato 陰性でエナメル芽細胞に分化すると tdTomato 陽性になる細胞分画を単離し、歯胚培養
にて確認する（図５）。 



胎生 E12.5-14.5 の歯上皮は Amelx を発
現しないことから、tdTomato 陰性歯上皮
細胞を単離し、歯間葉細胞と共培養し、
tdTomato 陽性のエナメル芽細胞が誘導
できることを歯胚培養にて確認し、
tdTomato 陰性分画にエナメル芽細胞の
前駆細胞が存在することを確認した。現
在、様々な細胞表面分子を用いて、分画
化し、どの細胞表面因子を発現する分画
がエナメル芽細胞の前駆細胞を多く含
むか検討中である（図７）。 
 
実験６）Amelx-tdTomato；Dspp-GFP 二重
遺伝子組み換えマウスから胚性幹細胞
株を樹立し、蛍光を指標に GFP 陽性の象牙芽細胞と tdTomato 陽性のエナメル芽細胞の誘導を試
みているが、Amelx 陽性かつ Dspp 陽性の細胞は誘導できるものの明らかな蛍光陽性の細胞の分
化誘導にはいたっていない。 
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