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研究成果の概要（和文）：歯や唾液腺、肺や腎臓などの器官を再生知るためには、これらを構成する上皮（内
皮）細胞を人工的に誘導するシステムが必要である。本研究では歯胚上皮の特徴を明らかにし、その特徴的な遺
伝子の発現を制御することで、目的の上皮細胞を誘導する技術の開発を試みた。その結果、歯胚を構成する４種
類の細胞（内エナメル上皮、中間層細胞、星状網細胞、外エナメル上皮）に特徴的な遺伝子の同定に成功し、歯
の形や萌出時期の決定に関わる分子を見つけ出した。またエナメル質の形成に関わる内エナメル上皮に関して
は、各分化段階に関わる分子を同定し、その発現制御により歯由来細胞を毛の細胞や皮膚の上皮細胞に転換でき
るようになった。

研究成果の概要（英文）：In order to regenerate organs such as teeth, salivary glands, lungs, and 
kidneys, we need a system to artificially induce the epithelial (endothelial) cells that make up 
these organs. In this study, we clarified the characteristics of the tooth germ epithelium and 
attempted to develop a technology to induce the desired epithelial cells by controlling the 
expression of its characteristic genes. As a result, we succeeded in identifying genes 
characteristic of the four types of cells that make up the tooth germ (inner enamel epithelium, 
middle layer cells, stellate reticular cells, and outer enamel epithelium), which are used to 
determine tooth shape and eruption. We found the molecules involved. Regarding the inner enamel 
epithelium, which is involved in the formation of enamel, we identified molecules involved in each 
differentiation stage, and by controlling their expression, we were able to transform tooth-derived 
cells into hair cells and skin epithelial cells.

研究分野： 小児歯科

キーワード： エナメル芽細胞　歯原性上皮　再生医療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯の再生技術の開発は、同様の発生過程を示す肺や腎臓などの他の臓器形成にも役立つ。この技術を開発する中
で、特に歯においては上皮細胞は歯が生えると完全に失われてしまうこと、またその細胞を得るためには胎児組
織を利用しなければならず、このような倫理的問題を回避しながら上皮細胞を如何にして得ることができるかは
大きな課題であった。そのために歯の上皮細胞の特徴を明らかにし、その分化過程を理解し細胞の運命転換を行
うことは、再生医療技術の進展に大きく役立つ。また歯をモデルとして、その発生原理をより詳細に理解し、全
身の全てに器官再生に応用可能な本研究は極めて社会的意義も大きい。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
  
これまで口腔組織においては歯や唾液腺組織に関して、器官原器法よばれる手法を用いること

で人為的な器官形成が可能となり、これら技術の応用により毛の再生も可能となった。しかしそ

の細胞ソースは、胎児組織を利用したものや、すでに形成された器官に存在する微量な幹細胞を

抽出する方法であり、十分な細胞ソースの確保が困難な状況である。特に歯においては器官再生

に必要な上皮細胞は、歯の萌出により失われることから、成人において上皮細胞の確保は不可能

であると言わざるをえない。この問題を解決するため我々は、iPS 細胞から歯の構成に必要なエ

ナメル芽細胞、象牙芽細胞の人工誘導を試み、それに成功した（Arakaki M et al. J Biol Chem 
2012, Ostu K et al. Stem Cell Dev 2012）。さらに iPS 細胞から誘導したこれら細胞を用い、

歯の形成にも成功した（Kim EL et al. Dev Dyn 2019）。しかしながら胎児組織を利用しない方

法を用いることで倫理的問題は回避されても、iPS 細胞を用いることで細胞調整に関連した高コ

ストが大きな問題として残る。例えば iPS 細胞を作成するために遺伝子導入を行った結果、細胞

の染色体に導入遺伝子が挿入され、その結果癌化など影響の有無を検討する必要があり、このよ

うな確認には全ゲノム解析や細胞の表現系解析など、高コストとなる要因が残る。一方、間葉系

細胞に関しては、歯髄中に間葉系幹細胞が存在し、これらは成人においても維持されていること

から、歯の再生を考えた場合、上皮の細胞ソースを如何に確保し、より低コストで実施するかが

最も重要課題となる。したがって人工的に上皮系細胞を誘導する技術の開発は、器官再生を目指

した再生医療技術の開発に大きく貢献できるものと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
まず目的の上皮細胞を作出するためには、上皮陥入組織において器官形成の運命決定がどのよ
うに行われているかを解明する必要がある。上皮組織として歯、唾液腺、毛、内皮系組織として
肺、腎臓をターゲットとし、それぞれの器官決定に関与する因子の同定を、cDNA マイクロアレ
ー、RNAシークエンス（RNAseq）、single cell RNAseq,さらには CAGE (Cap analysis of gene 
expression)法を用いて試みた。その結果、歯の上皮細胞が毛への分化を抑制する因子として、
Sox21 や Med1 などの転写因子や、その転写制御因子の同定に成功した（Yoshizaki K et al. PLoS 
ONE 2014, Yoshizaki K et al. J Biol Chem 2017）。これらの因子を欠失させることで、歯の
上皮細胞から毛を誘導することに成功した。さらに、歯胚上皮細胞から毛のみならず、唾液腺上
皮の誘導にも成功しており、歯原性上皮細胞が確保できれば、少なくとも歯のみならず毛や唾液
腺の再生が可能になることが示唆された。そこで本研究では、すべての器官発生に必要な歯原性
上皮細胞の人為的誘導技術の開発を目指す。 
器官形成の鍵となる歯原性上皮細胞を、人工的に誘導しするシステムを構築するために、我々
が保有する遺伝子発現等データベース（上記のcDNAマイクロアレー、RNAseq、single cell RNAseq、 
CAGE 法データベース）から、特定の増殖因子が皮膚上皮細胞から歯原性上皮細胞を誘導するこ
とを見出した。しかしながら単一の誘導因子のみでは、すべての皮膚上皮細胞を歯原性上皮細胞
に誘導できておらず、その効率も含めた改善が必要と考えられる。さらに皮膚以外の採取が比較
的容易な他の上皮系細胞（口腔粘膜上皮等）から歯原性上皮細胞を誘導できるかどうかの検討も
必要である。そこで、１）歯原性上皮細胞を誘導可能な上皮細胞の探索、２）人為誘導歯原性上
皮細胞の器官形成能の評価、３）効率的な歯原性上皮細胞誘導法の成熟化、を本研究の目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
 
 マウス歯胚由来の歯原性上皮細胞の特性を理解するために、細胞に発現する遺伝子の状況を
single cell RNAseq、 CAGE 法データベースを用いて検討を行った。歯原性上皮細胞は、エナメ
ル質形成に関わる内エナメル上皮、未だ全く機能がわかっていない中間層細胞、星状網細胞、外
エナメル上皮に分類される。これら４種類の歯原性上皮細胞に発現する特徴的な遺伝子に関す
るスクリーニングを行った。 
 次にデータベース解析によって同定された遺伝子が、歯胚の発生過程においてどのような発
言パターン（時空間的発現状況）を示すか、免疫組織学的に検討した。一部の遺伝子に関しては、
in situ hybridization を用いて検討した。 
 single cell RNAseq、 CAGE 法データベースでの発現パターンと、免疫組織学的に検討した発
現パターンが一致した分子に関して、歯原性上皮細胞細胞株 SF2 やマウス歯胚器官培養に過剰
発現（発現ベクターの遺伝子導入）、発現抑制（siRNA 等）を行い、その分子の機能解析を行っ



た。また歯胚での機能解析のみならず、他の上皮系細胞（毛や皮膚）との差を検討することで、
より歯胚に特徴的な分子の機能や役割解明を目指した。 
 さらに遺伝子発現データベースをアップデートするために、single cell RNAseq、 CAGE 法に
つきて最新の技術を用いて再度データベースを作成し、再解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
１）内エナメル上皮について 

内エナメル上皮は歯胚上皮幹細胞から分化する。この分化過程において bHLH 型転写因
子の一つ AmeloD が重要な役割を演じていることを見出した。AmeloD を欠損したマウスは
内エナメル上皮からエナメル芽細胞の分化が抑制され、エナメル質形成不全を示した。
AmeloD は上皮細胞における E カドヘリンの発現制御に関わり、上皮幹細胞から内エナメ
ル上皮への細胞転換に関与しており、その結果エナメル質の形成に異常を示すことが分
かった。そこで、AmeloD と細胞内で結合する分子のスクリーニングを酵母の two hybrid
法を用いて検討した。数多くの結合分子が同定されたが、その中でも ODAM 分子が AmeloD
と直接結合していることを明らかにした（下図）。ODAM はエナメル基質の一つとして考え
られていたが、細胞内で特徴的な局在を示し、細胞内のシグナル分子として機能している
ことが示唆された。しかしながら、CAGE 法による解析では AmeloD の歯胚での発現が確認
できたが、single cell RNAseqに
おいてはその発現が確認できな
かった。このことから、AmeloD は
細胞内で少量発現し、わずかな発
現の変化により細胞の運命決定
を行っている可能性が示唆され
た、 
 

２）中間層細胞、星状網細胞、外エナメル上皮について 
 single cell RNAseq 解析により、中間層細胞及び星状網細胞にはサイトケラチン 17
（Krt17）が特徴的に発現していることを確認した。また星状網細胞及び外エナメル上皮
には Krt15が発現していた。これまで中間層細胞、星状網細胞、外エナメル上皮に明確な
細胞マ-カーは、唯一 Notch1 が中間層細胞のマーカーとして同定されていたが、今回の結
果により、Krt17 単独陽性細胞が中間層細胞、Krt15 及び Krt17 陽性細胞が星状網細胞、
Krt15 単独陽性細胞が外エナメル上皮であることが判明し、内エナメル上皮には Krt15 及
び Krt17の両方が発現していないこと分かった（下図）。 
 Krt15 及び Krt17の、これら細胞での機
能を明らかにするために、Krt17に関して
は SF2 細胞に siRNA にて Krt17 の発現抑
制を行った結果、中間層マーカーである
Notch1 の発現低下が認められた。つまり
Krt17は中間層細胞の分化に関わっている
ことが明らかとなった。OMIM によるヒト
疾患との関連性を調査した結果、Krt17の
遺伝子異常は先天歯を生じることが分か
った。つまり正常な中間層や星状網細胞の
分化は、歯の萌出時期の決定に重要である
ことが示唆された。 
 次に Krt17 の機能を明らかにするために、マウス歯胚器官培養系に siRNA を用いて
Krt17の発現抑制を行った。その結果、Krt17 抑制歯胚においては、外エナメル上皮の細
胞増殖が亢進し、歯胚の形態異常を示すことを見出した。同様に結果は、SF2 細胞を用い
た実験においても確認された。これらの結果から、Krt17は外エナメル上皮の細胞増殖を
制御し、歯胚の概形の決定に重要な役割を演じていることが分かった。 
 

３）歯原性上皮細胞から他の上皮系細胞への転換について 
 エナメル芽細胞に特徴的に発現する
Sox21及び S100a6の機能解析を行った。
Sox21 欠損マウスは、エナメル質形成不
全を示すと共に、歯胚から毛を形成する
ことが分かった（右図）。Sox21 は、エナ
メル芽細胞の分化に関わりエナメル基質
の一つであるアメリブラスチンの発現制
御に関与していたが、一方で歯胚上皮が
毛の上皮細胞に分化することを抑制して
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 It is important to understand the differentiation process of ameloblasts 
in order to elucidate the pathogenesis of enamel hypoplasia, which is 
often observed in pediatric dentistry. We identified a specific 
transcription factor, AmeloD, and attempted to identify the binding 
molecule to elucidate their function. 

In this study, to identify an additional function of AmeloD, we were 
screened the proteins binding to AmeloD by using Yeast Two-Hybrid 
System.

• The Matchmaker™Gold yeast two-hybrid system (Takara Bio) was 
used to screen a library of postnatal day 1 (P1) mouse molar tooth 
germ for proteins that interact with AmeloD.

• Co-immunoprecipitation experiments were performed  with anti-c-Myc
antibody using Cos7 cells with overexpressed c-Myc and V5 tagged 
proteins. Western blotting by anti-c-Myc and anti-V5 antibodies was 
used for detecting the precipitated proteins.• The mRNA expression of AmeloD and Odam in mouse tissues and SF2 
cells were analyzed by RT-qPCR.• For protein localization analysis in P1 mouse molar, immunostaining of 
paraffin-embedded sections was performed using specific antibodies.

• To analyze the function of AmeloD, a yeast two-hybrid system was 
performed to screen for proteins that interact with AmeloD. The bait 
vector was constructed by cloning the full-length of mice AmeloD. A 
gene expression library was constructed by co-transformation both 
cDNA from P1 mouse molar tooth germ and the linearized prey vector 
to yeast cells.

• When AmeloD and library proteins interact, Gal4-DNA-binding domain 
(BD) and Gal4 activation domain (AD) are brought into proximity to 
activate transcription of four independent reporter genes (AUR-C, 
ADE2, HIS3, and MEL1). As a result of screening using the expression of 
four reporter genes, 167 positive clones were obtained from 3.7 x 106

library clones. 

• Sequence and homology analysis of 167 clones showed that 8 clones 
were matched with Odam.• Odam (odontogenic ameloblast-associated protein) is known to be 
important in tooth development and mediate junctional epithelium 
attachment to teeth, but the details are still unknown.
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• RT-qPCR analysis of mRNA expressions of Odam and AmeloD at 
different stages of developing mouse teeth up to 3-days-old.• Both Odam and AmeloD were highly expressed in P1 mouse tooth germ.

• TGF-β1 induces AmeloD and Odam mRNA expressions in a dose-
dependent manner in SF2 cell. • Odam and AmeloD are most highly expressed at 10 ng/ml.

This study showed that Odam and AmeloD bind each other. Furthermore, 
both Odam and AmeloD are proteins specifically expressed in teeth and 
were suggested expression during the inner-enamel epithelium to pre-
enamel stages. Histological data also indicated that both of these proteins 
localaized in the same region and were consistent in expression stage.
These results suggest that Odam and AmeloD will promote in the 
differentiation of the inner enamel epithelium and ameloblast by binding 
each other specifically in the inner enamel epithelium cells.
Future studies will analyze the interaction between AmeloD and Odam to 
uncover the molecular mechanisms involved in ameloblast differentiation 
and enamel formation: to elucidate the detailed analysis of binding region 
in culture cells of AmeloD and Odam: to elucidate the localization analysis 
of Odam in inner enamel epithelial cells, since AmeloD is shown to localize 
in the nucleus as a transcription factor. To further analyze the mechanisms 
of each molecule, effect of the other gene expression levels, differentiation 
marker gene expression, and calcification will be analyzed when either 
AmeloD or Odam knockout by siRNA or high expression by plasmid. 

D
ay

1

D
ay

2

D
ay

3

D
ay

4

D
ay

5

0

10

20

30

40

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

Odam

D
ay

1

D
ay

2

D
ay

3

D
ay

4

D
ay

5

0

2

4

6

8

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

AmeloD

• When SF2 cells, the dental epithelial cell line, were induced to ameloblast 
differentiation, AmeloD and Odam mRNAs increase over time.

改https://catalog.takara-bio.co.jp/PDFS/200902_07.pdf

• Immunostaining in P1 mouse molar showed that Odam was expressed 
exclusively in the inner enamel epithelium.• This result consistents with the expression of AmeloD in this stage.

Thamin et. al.(2021)
J. Cell. Phys. 236. 7533-7543

Thamin et. al.(2021)  
J. Cell. Phys. 236. 7533-7543

○ Sae Oka1, Hiroshi Sato1, Yuta Chiba1, Saori Inada1, Aya Yamada2, Satoshi Fukumoto1,2

1Kyushu Univ. Sect Pediatr Dent.,  2Tohoku Univ. Div Ped Dent. 

• Binding experiments were again 
performed using the yeast strain 
transformed the full length of Odam as 
prey.• Yeast expressing both BD-AmeloD and AD-
Odam grow on selective medium, showing 
that AmeloD and Odam bind.

Co-immunoprecipitation assay in Cos7 showed that  AmeloD-V5 was
coprecipitation with Odam-c-Myc.
This result indicates that AmeloD and Odam are bound to each other in 
mammalian cells.

• RT-qPCR analysis of Odam expression in different tissue of P1 mouse 
showed that Odam was highly expressed in tooth germ.• AmeloD shows similar expression pattern to Odam that it is highly 
expressed in tooth germ.

Thamin et. al.(2021) 
J. Cell. Phys. 236. 7533-7543

Odam AmeloD

Odam interaction in Yeast cells

Co-immunoprecipitation

Yeast Two-Hybrid System Screening of AmeloD Binding Proteins

Immunostaining of Odam and AmeloD in P1 mouse molar

Result 1 167 positive clones were obtained by Yeast 
Two-Hybrid System

Result 2 Odam binds to AmeloD in the cells

Result 3 Odam and AmeloD are expressed specifically in 
tooth germ

Result 4 Odam and AmeloD are highly expressed in P1 
mouse molars

Result 5 Odam and AmeloD increase in ameloblast 
differentiation 

Result 6 TGF-β1 stimulation in SF2 cells induces both 
Odam and AmeloD expression

Result 7 Odam and AmeloD are expressed exclusively in 
the inner enamel epithelium

Odam

Odam

Odam

AmeloD

AmeloD

AmeloD
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Tooth specific molecule AmeloD interacted with ODAM 
during amelogenesis

Figure 4
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いることが分かった。我々の以前の研究で、Med1 分子の欠損マウスにおいて同様に歯か
ら毛を誘導することを見出したが、Med1 に関しては中間層細胞から毛が誘導されるのに
対し、Sox21 はエナメル芽細胞から毛が誘導されるという特徴的な表現系を示した。 
 次に S100a6に関しては、SF2 細胞に siRNA を用いて S100a6の発現抑制を行うことでそ
の表現系を RNAseqにて解析した。その結果、S100a6 抑制細胞は、歯原性上皮細胞の特徴
が失われ、皮膚の上皮細胞に類似した遺伝子発現を示した。 
 このことから、Sox21 及び S100a6 は、歯原性上皮細胞の適切な分化の維持に極めて常
用な分子であるとともに、これらの遺伝子発現制御により、歯胚上皮を毛の上皮あるいは
皮膚の上皮細胞に転換することが可能となることが示唆された。 
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