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研究成果の概要（和文）：歯の発生メカニズムは未だ不明であり，歯の初期発生を理解することは，歯科領域に
おいて重要な課題である．そこで我々は，１細胞レベルで遺伝子発現の網羅的解析が可能であるsingle cell 
RNA-seq解析および，位置情報を有した遺伝子発現の網羅的解析が可能であるSpatial RNA-seq解析を用いて，歯
の発生過程を詳細に解析した．その結果，歯の初期発生において特異的に発現している遺伝子を抽出することに
成功した．今後，歯の初期発生におけるこれらの遺伝子に関して，詳細に解析する予定である．

研究成果の概要（英文）：The mechanism of tooth development is still unknown, and understanding the 
early development of teeth is an important issue in the field of dentistry. We analyzed tooth 
development in detail using single cell RNA-seq analysis, which enables comprehensive analysis of 
gene expression at the single cell level, and spatial RNA-seq analysis, which enables comprehensive 
analysis of gene expression with spatial information. As a result, we succeeded in finding genes 
that are specifically expressed in the early development of teeth. We plan to analyze these genes in
 detail during early tooth development.

研究分野： 組織再生

キーワード： 歯　再生　scRNA-seq
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯胚発生における運命決定メカニズムの解明は，歯科領域の基礎研究者，臨床家の夢であり，多くの研究者が挑
戦してきたが，未だ達成されていない研究課題の一つであり，本研究でその一部が明らかになった．また，本研
究手法は，上皮間葉相互作用にて生じる様々な臓器の発生に関わるマスター遺伝子同定法のモデルになりうると
考える．

※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 

歯胚発生における運命決定メカニズムの解明は，歯科領域の基礎研究者，臨床家の夢であ
り，多くの研究者が挑戦してきたが，未だ達成されていない研究課題の一つである． 
一般的に，歯を含む上皮間葉相互作用により発生する臓器は，特定部位の上皮組織が肥厚
し，間葉組織に陥入することで生じる．そして，上皮細胞が様々なサイトカインを分泌し，
間葉細胞の遺伝子発現を制御することで発生が開始する．これらの過程において，歯胚を構
成するすべての細胞は，同じ挙動を示すわけではなく，細胞同士が上皮間葉相互作用を含む
様々なコミュニケーションを取りながらダイナミックに変化するため，従来の細胞集団の
平均値的解析では，発生メカニズムを詳細に捉えることは困難である． 
一方，バイオインフォマティクスの飛躍的進歩により，１細胞レベルでの RNA 発現解析 
(Single Cell RNA-Seq: scRNA-Seq)が可能となり，組織から単離した数万単位の細胞を網
羅的に解析し，既知のマーカー遺伝子などをガイドに機能特異的な転写因子をスクリーニ
ング可能となった．しかし, scRNA-Seq では，細胞を単一化する必要があるため，隣接細胞
情報や空間的位置情報が失われる．それに対し，近年，特殊なスライドガラス上に組織切片を
貼り付け，光学顕微鏡にて組織学的位置情報を取得後，1〜10細胞単位の組織切片からmRNAを単
離し，位置情報となるインデックス配列が付与されたcDNAを合成することで，位置情報をもつ遺
伝子発現解析 (Spatial-Seq)が可能となった．つまり，このデータをscRNA-Seq解析のデータと
統合することで，位置情報を有した1細胞レベルでの解析，すなわち歯胚発生初期にまさに上皮
間葉相互作用を引き起こしている細胞の1細胞レベルでの解析が可能となった． 

 
 
２．研究の目的 

以上の背景から，本研究では，まず歯胚発生初期のマウス歯胚および非歯原性口腔粘膜組織
を単離し，scRNA-Seq にて 1細胞解析を行う．次に，同様の組織を用い，位置情報を有した
Spatial-Seq にて解析し，間葉細胞と相互作用を起こしている上皮細胞群が特異的に発現し
ている転写因子を抽出し，scRNA-Seq の結果と照らし合わせて関連因子を絞り込む．そして，
遺伝子欠損マウス等を用いて，抽出された因子の機能解析を行い，歯の初期発生に関わる因
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) scRNA-Seq による 1細胞レベルでの遺伝子発現解析 
マウス E11.5, E12.5 の歯胚および非歯原性口腔粘膜組織を摘出し，酵素処理にて単一
細胞を得る．そして，約 10,000 個の細胞 x 4 群 (2 タイムコース x 2 組織)を BD 
Rhapsody シングルセル解析システムにて scRNA-Seq 解析し，「どの細胞」が，どの遺伝
子を，どの程度発現しているか解析した．  

(2) Spatial-Seqによる空間的遺伝子発現解析 
位置情報となるインデックス配列が付加されたスライドガラスに, マウスE11.5および
E12.5の歯胚の凍結切片を貼り付け，組織学的位置情報を取得した．次に，スライド上で
mRNAを単離，インデックス配列が付加されたcDNAを合成し，ライブラリ作製後にシークエ
ンスを行った．インデックス情報から，二次元空間での遺伝子発現情報を構築することで，
「どこ」で，どの遺伝子が，どの程度発現しているか明らかにし，E12.5には発現せず，
E11.5の上皮肥厚部に特異的に発現する転写因子を抽出した． 

(3) Spatial-Seqで得られた遺伝子発現情報は，1〜10細胞の平均値のため，上皮間葉相互作用
部位では，間葉細胞のコンタミネーションが排除できない．そこで，Spatial-Seqで得ら
れた上皮肥厚部における遺伝子発現プロファイルと類似した遺伝子発現プロファイルを
持つクラスター，つまり上皮肥厚部の上皮細胞に相当する亜集団を，scRNA-Seqの解析結
果から同定し，上皮肥厚部の上皮細胞特異的に発現が上昇している転写因子を抽出した． 

(4)  上記の解析で抽出された遺伝子が歯の発生に関わっているか，遺伝子欠損マウスを用い
て解析を行った． 

 
 
４．研究成果 

(1) scRNA-Seq による 1細胞レベルでの遺伝子発現解析 
E11.5 の歯胚および非歯胚組織から単離した細胞から得られた遺伝子発現データにつ

いて，Seurat を用いて UMAP による次元削減を行ったところ 17のクラスターに分類され
た．各クラスターを構成する細胞種を推定するために，マーカー遺伝子および歯の発生



に関与が報告されている既知の遺伝子の発現を検討した．その結果，上皮細胞様および
間様細胞様の細
胞集団がみつか
り，その中にも
それぞれ亜集団
が存在すること
が示唆された．
上皮細胞様集団
と間葉細胞様集
団から，E11.5
歯胚細胞でのみ
高発現する複数
の遺伝子を抽出
した． 
次に，E11.5 と

E12.5 の歯胚由
来細胞につい
て Seurat を用
いてクラスタ
リング解析を
行った．各クラ
スターの細胞
集団をマーカ
ー遺伝子から
推定し，上皮細
胞様および間
葉細胞様の集
団を分類した．そして，発生初期である E11.5 の歯胚細胞にのみ特異的に発現する遺伝
子の抽出を行った． 
 

(2) Spatial-Seqによる空間的
遺伝子発現解析 
Spatial-Seqを行い，マウス
E11.5およびE12.5の歯胚の
特異的に発現している遺伝
子の抽出を行った． 
そして，scRNA-Seqの結果と
照らし合わせて歯の初期発
生に関わっている因子の絞
り込みを行った．その結果，
いくつかの候補遺伝子が抽出された．中でも，上皮肥厚部の上皮細胞特異的に発現が上昇
している転写因子を抽出した． 

(3)  上記の解析で抽出された遺伝子が歯の発生に関わっているか，遺伝子欠損マウスを入手
し，マイクロCTを用いた解析を行った．その結果，8週齢の雄及び雌の臼歯および顎骨は，
野生型マウスと比較し，大きな差は認められなかった． 
今後，胎生期の歯胚に変化が生じていないか，E11.5, 12.5の歯胚を組織学的に解析する

予定である．また，他に抽出された遺伝子においても，遺伝子欠損マウスを入手し，解析
する予定である． 
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