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研究成果の概要（和文）：象牙芽細胞や歯髄幹細胞由来培養象牙芽細胞様細胞が象牙質基質タンパク質コード遺
伝子群を効率よく転写するための相分離画分の実態解明と象牙芽細胞分化過程におけるクロマチンアクセシビリ
ティ変化を解析した。その結果、相分離ツールの遺伝子導入による転写ハブの解析では、解析に必要量が得られ
なかったものの、象牙芽細胞分化過程においてインシュレーターCTCFによる局所クロマチンの3D構造変化が分化
指向性遺伝子座の選択的オープンクロマチン化を引き起こすことで分化指向性遺伝子の発現が誘導されることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the transcriptome machinery in which genes associated with dentin
 extracellular matrix organization are efficiently transcribed, we attempted to isolate the phase 
separation within the nuclear of odontoblasts by transfecting phase separation tools and to analyze 
the changes in whole-genomic chromatin accessibility during induced differentiation of human dental 
pulp stem cells (hDPSC). We failed to isolate the enough amounts of phase separated nuclear fraction
 in mouse odontoblasts due to insufficiency of phase separation tools. However, ATAC-seq analyses of
 hDPSC successfully disclosed that local epigenetic alteration mediated by the insulators may 
possess pivotal roles for hDPSC differentiation and, therefore, the chromatin accessibility 
modulation should have therapeutic potential for inducing odontogenic differentiation of hDPSC. 

研究分野： 歯内療法学

キーワード： 象牙芽細胞　相分離　ダイレクトリプログラミング　クロマチンアクセシビリティ　ATAC-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
象牙質は象牙芽細胞が分泌する細胞外基質とその石灰化により形成される。しかしながら、萌出後に形成される
反応性象牙質は骨様硬組織であり歯髄保護が十分でない。さらに、近年、リバスキュラリゼーション法と呼ばれ
る歯内療法の開発が進んでおり、根管充填材を充填するのではなく、根尖孔外から髄腔内に意図的出血を誘導
し、歯髄腔内に生活組織を誘導することが可能となっている。しかしながら、歯髄腔内に形成される生活組織は
歯根膜組織/セメント質であり、in situダイレクトリプログラミングする技術開発が必要である。本研究によ
り、生理学的な覆髄法およびリバスキュラリゼーション法樹立に向けた基礎的知見を得ることができた。

※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 
う蝕や破折あるいはそれらへの歯科治療介入による刺激により、歯髄幹細胞や歯髄線維芽
細胞から分化する骨様象牙芽細胞は、低石灰化度の骨様組織を形成する。骨様組織では歯髄
保護が十分でなく、術後疼痛や再感染などの臨床上の問題が生じている。さらに、近年、リ
バスキュラリゼーション法と呼ばれる歯内療法の開発が進んでおり、根管充填材を充填す
るのではなく、根尖孔外から歯髄腔内に意図的出血を誘導し、歯髄腔内に生活組織を誘導す
ることが可能となっている。しかしながら、歯髄腔内に形成される生活組織は歯根膜組織/
セメント質である。つまり、萌出後の歯髄組織や歯周組織由来細胞は骨芽細胞/セメント芽
細胞に分化するものの、象牙芽細胞への分化を誘導する手法の開発には至っておらず、生理
的な象牙質再生には in situ 象牙芽細胞ダイレクトリプログラミング技術の開発が必要であ
る。 
２．研究の目的 
本研究では、歯髄幹細胞や歯髄線維芽細胞を歯髄腔内で生理的象牙質形成能を持つ「真」の
象牙芽細胞へ in situ ダイレクトリプログラミングする技術開発の基盤となる象牙芽細胞ダ
イレクトリプログラミングに必須の転写因子や転写機構を修飾する non-coding RNAs 
(ncRNAs)の同定、ならびに歯髄幹細胞が象牙芽細胞様細胞分化をする際の全ゲノムクロマ
チンアクセシビリティ変化を解析することを目的とする。 
３．研究の方法 
・相分離ツールによる転写ハブの不溶化と単離 
天然変性タンパク質領域、H3K4me3 修飾タンパク質、GFP、Cry の融合タンパク質発現用
のレンチウイルスベクターを作製した。マウス切歯を顕微鏡下で分割後に組織培養
を行い、レンチウイルスベクターを用いて融合遺伝子を導入した。GFP 陽性化を指標に融
合遺伝子発現を確認した後に歯髄組織を剥離し、象牙質表面に残存する象牙芽細胞に青色
光を照射したのちに細胞を溶解させた。 
・ヒト歯髄幹細胞 (human dental pulp stem cells: hDPSC)分化時のオープンクロマチンア
クセシビリティ解析 
hDPSC は Lonza Inc. (Walkersville, MD, USA) から購入し、指定の基礎培地 (PT-3005) で
増殖させ継代ストックとした。hDPSC を 1.6x104 個/well にて 96-well plate に播種し、翌
日を培養 0 日目として、培養 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 日目に Alkaline phosphatase (ALP) 
活性測定 (n=3)ならびに MTT 法による細胞数の相対定量 (n=3) を行った。ALP 測定値を各
タイムポイントにおける 3 ウェルの平均 MTT 測定値で除した ALP/MTT 値で相対比較を行
った。hDPSC を 2.2x105 個/dish にて 3.5 cm dish に播種し、翌日を培養 0 日目として、培
養 0, 12 日目に ATAC-Seq Kit を用いて ATAC-seq 用サンプルを調整した。バイオインフォ
マティクス解析で統計学的な解析を行うために、ATAC-seq 用サンプルは各タイムポイント
およびバックグラウンド反応においてそれぞれ technical duplicates を用意した。  
ATAC-seq ライブラリーシークエンスには illumina NovaSeq 6000 を用いた。得られたペ

ア エ ン ド リ ー ド に 対 し て Trimmomatic を 用 い て ト リ ミ ン グ を 行 い 、 FastQC 
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) によるクォリティチェックの
後に、Bowtie2 を用いてヒトゲノム配列 (hg38) にアライメントを行った。オープンクロマ
チンピーク抽出、サンプル間比較、転写制御因子結合モチーフ探索、各ピークの近傍遺伝子
に対する Gene Ontology (GO) 解析には Homer 内の mergePeaks, annotatePeaks.pl およ
び findMotisGenom.pl コマンドを用いた。作図には R (version 4.1.0) を使用し、heatmap の
作成には deeptools 内の computerMatrix および plotHeatmap コマンドを使用した。 
 
４．研究成果 
IkBZ KO 象牙芽細胞における転写ハブの不溶化と単離 
単離した転写ハブからタンパク質と RNA をそれぞれプロテオーム解析と RNA-seq 解析に
て同定する予定であったが相分離ツールによる回収効率および IkBZ KO マウスの出生数が
想定以下であったことが主な理由で十分な量が得られなかったため、転写ハブにおいて
IkBZ がインシュレーター（局所クロマチンの区切り壁を形成する因子）の維持に関与して
いる可能性について検討を行った。そこで得られた転写ハブにおいて、インシュレータータ
ンパク質 CTCF や Boris の発現を検討したところ IkBZ KO マウスで増加していた。 
hDPSC の硬組織形成分化能評価 
本実験に供試する hDPSC の硬組織形成分化能を評価するために、hDPSC を硬組織形成分
化誘導培地で最大 24 日間培養し、MTT 法による細胞数相対定量と ALP 活性とアリザリン
レッド S 染色による石灰化ノジュール形成を解析した。ALP 活性は培養 9 日目から上昇傾
向を示し、培養 12 日目では培養 9 日目に対して有意に高い ALP 活性を示した。その後、
培養 12 日目から培養 18 日目まで最大 ALP 活性を持続した後に、培養 21 日目には培養 18
日目に対して ALP 活性は低下した。石灰化ノジュール形成は培養 18 日目までは陰性であ
ったが、培養 21, 24 日目にかけてノジュール形成が促進した。 



バイオインフォマティクス解析 
1) 培養 0 日目と培養 12 日目におけるオープンクロマチン領域変化 
hDPSC の分化過程におけるオープンクロマチン領域の網羅的な同定と分化前後の領域変化
の比較を行うために、培養 0 日目および硬組織形成分化中期である培養 12 日目において
ATAC-seq サンプルを調製しバイオインフォマティクス解析を行った。Homer 内の
annotatePeaks.pl コマンドを用いた解析から、培養 0 日目と 12 日目において有意なオープ
ンクロマチンピークをそれぞれ 45,493 個と 45,370 個同定し、そのうち 38,020 個は培養 0
日目と 12 日目においてピークの高さに変動はなかった (common peaks)。一方で、7,473
個のピークは培養 0 日目において培養 12 日目と比較して高いピークとして (day 0-
enriched peaks)、7,350 個のピークは培養 12 日目において培養 0 日目と比較して高いピー
クとして(day 12-enriched peaks) それぞれ同定された。各ピーク中央を中心としたシーク
エンスタグの histogram および heatmap を作製したところ、7473 個の day 0-enriched 
peaks において、培養 0 日目に調製した ATAC-seq サンプルから得られた tag が、培養 12
日目に調製した ATAC-seq サンプルから得られた tag より多く集積していることが示され
た。38020 個の common peaks において、培養 0 日目および培養 12 日目に調製した ATAC-
seq サンプルから得られた tag が同程度集積していた。 一方で、 7350 個の day 12-enriched 
peaks において、培養 12 日目に調製した ATAC-seq サンプルから得られた tag が、培養 0
日目に調製した ATAC-seq サンプルから得られた tag より多く集積していることが示され
た。これら histogram および heatmap より、Homer で得られた day 0-enriched peaks, 
common peaks, day 12-enriched peaks の分類が適切であることが示された。  
2) オープンクロマチン領域近傍遺伝子の Gene Ontology (GO) 解析 
続いて、各一つ一つの open chromatin peak にそれぞれ最も近傍に存在する遺伝子座をアノ
テーションし、7473 個からなる day 0-enriched peaks, 38020 個からなる common peaks、 
7350 個からなる day 12-enriched peaks 各ピークの集団においていかなる細胞機能を持つ
タンパク質や miRNA, lncRNA をコードしている遺伝子群が集積しているのかを、遺伝子機
能を代謝経路とシグナル伝達系に関連付けたパスウェイ解析である KEGG を用いた GO 解
析にて検討した。GO 解析において、day 0-enriched peaks では、正常細胞に関連するパス
ウェイとして Hippo signaling pathway が上位にランクされ、day12-enriched peaks では
Hippo signaling pathway, Regulation of actin cytoskeleton などの Term が上位にランクされ
た。一方で、common peaks においては、Endocytosis, Ubiquitin mediated proteolysis など
細胞機能の根幹をなす Term が上位にランクされた。  
3) オープンクロマチン領域に集積する転写因子/転写制御因子コンセンサス結合配列の探
索 
続いて、day 0-enriched peaks, common peaks, day12-enriched peaks 各ピーク群において
いかなる転写因子/転写制御因子のコンセンサス結合配列 (consensus DNA binding domain: 
CDB) が集積しているかを解析したところ、day 0-enriched peaks においては、basic region 
leucine-zipper 型転写因子 (bZIP)、BORIS (brother of the regulator of imprinted sites)、Runt-
related transcription factor ファミリー転写因子 (RUNX)、TEA Domain Transcription Factor
ファミリー転写因子(TEAD) が、common peaks においては、bZIP、RUNX、TEAD、SP2、
CTCF が、day 12-enriched peaks においては、bZIP、FOXG1 (Forkhead Box G1)、RUNX、
CTCF (CCCTC-binding factor)、BHLHA15 (Class B basic helix-loop-helix protein 15)、TEAD
が上位にランクされた。これらの結果より、day 0-enriched peaks, common peaks、day 12-
enriched peaks いずれにおいても、結合する転写因子 (bZIP, RUNX, TEAD) や結合する転
写制御因子 (CTCF および CTCF パラログである BORIS) が共通して抽出されたことから、
分化前後で主に機能する転写因子や転写制御因子は大きく変化しない一方で、これら因子
群が異なったオープンクロマチン領域上に配置されている可能性が示された。 
4) TEAD コンセンサス配列を有するオープンクロマチン領域の抽出と GO 解析 
続いて、day 0-enriched peaks, common peaks, day 12-enriched peaks からそれぞれ TEAD
結合配列を持つピーク集団 (TEAD-day 0-enriched peaks, TEAD-common peaks, TEAD-
day 12-enriched peaks) を、Homer 内の TEAD motif file を TEAD コンセンサス配列として
使用した annotatePeaks.pl コマンドにより抽出した。各 TEAD コンセンサス配列を有する
オープンクロマチンピーク中央を中心としたシークエンスタグの histogram および
heatmap を作成したところ、Homer で得られた TEAD-day 0-enriched peaks, TEAD-
common peaks, TEAD-day 12-enriched peaks の分類が適切であることが示された。さらに、
TEAD-day 0-enriched peaks および TEAD-day 12-enriched peaks に対して KEGG を用い
た GO 解析を行ったところ、TEAD は Hippo signaling pathway の転写因子であるため、予
想された通りに Hippo signaling pathway が TEAD-day 0-enriched peaks および TEAD-day 
12-enriched peaks で共に上位にランクされた。興味深いことに、Hippo signaling pathway
として TEAD-day 0-enriched peaks および TEAD-day 12-enriched peaks で同定された近傍
遺伝子の多くは異なっており、分化前後でオープンクロマチン化する Hippo signaling 
pathway 遺伝子座が変化することで、TEAD の標的遺伝子変換が生じていることが明らかに
なった。さらに、TEAD-day 12-enriched peaks においては、TGF- signaling pathway, Activin 
signaling pathway などが上位にランクされたことから、hDPSC の分化過程において、TEAD



がこれら分化指向性パスウェイの遺伝子座を新たな標的としている可能性が示された。 
5) bZIP コンセンサス配列を有するオープンクロマチン領域の抽出と GO 解析 
続いて、day 0-enriched peaks, common peaks, day 12-enriched peaks からそれぞれ bZIP
結合配列を持つピーク集団 (bZIP-day 0-enriched peaks, bZIP-common peaks, bZIP-day 
12-enriched peaks) を、Homer 内の bZIP motif file を bZIP コンセンサス配列として使用し
た annotatePeaks.pl コマンドにより抽出した。各 bZIP コンセンサス配列を有するオープン
クロマチンピーク中央を中心としたシークエンスタグの histogram および heatmap を作成
したところ、Homer で得られた bZIP-day 0-enriched peaks, bZIP-common peaks, bZIP-day 
12-enriched peaks の分類が適切であることが示された。さらに、bZIP-day 0-enriched peaks
および bZIP-day 12-enriched peaks に対して KEGG を用いた GO 解析を行ったところ、 
Hippo signaling pathway が bZIP-day 0-enriched peaks において上位にランクされたことか
ら、TEAD を介する Hippo signaling pathway の活性化への bZIP による時期特異的な制御が
示唆された。 
6) RUNX コンセンサス配列を有するオープンクロマチン領域の抽出と GO 解析 
続いて、day 0-enriched peaks, common peaks, day 12-enriched peaks からそれぞれ RUNX
結合配列を持つピーク集団 (RUNX-day 0-enriched peaks, RUNX-common peaks, RUNX-
day 12-enriched peaks) を、Homer 内の RUNX motif file を RUNX コンセンサス配列とし
て使用した annotatePeaks.pl コマンドにより抽出した。各 RUNX コンセンサス配列を有す
るオープンクロマチンピーク中央を中心としたシークエンスタグの histogram および
heatmap を作成したところ、Homer で得られた RUNX-day 0-enriched peaks, RUNX-
common peaks, RUNX-day 12-enriched peaks の分類が適切であることが示された。さら
に、RUNX-day 0-enriched peaks および RUNX-day 12-enriched peaks に対して KEGG を
用いた GO 解析を行ったところ、Hippo signaling pathway が RUNX-day 12-enriched peaks
において上位にランクされたことから、TEAD を介する Hippo signaling pathway の活性化
への RUNX による時期特異的な制御が示唆された。さらには、RUNX-day 12-enriched peaks
において Hippo signaling pathway と共に Regulation of actin cytoskeleton, ECM-receptor 
interaction らが上位にランクされたことから、メカニカルシグナルや細胞外基質リガンドの
受容など細胞外環境認識に RUNX が寄与している可能性が示唆された。 
7) CTCF コンセンサス配列を有するオープンクロマチン領域の抽出と GO 解析 
局所クロマチンの区切り壁を形成し、近位あるいは遠位エンハンサーおよびサプレッサー
の影響範囲を規定することで、遺伝子発現を制御するインシュレーターである CTCF およ
びそのパラログである BORIS のコンセンサス結合配列が day 0-enriched peaks, common 
peaks, day 12-enriched peaks 全てにおいて抽出された。そこで、day 0-enriched peaks, 
common peaks, day 12-enriched peaks からそれぞれ CTCF 結合配列を持つピーク集団 
(CTCF-day 0-enriched peaks, CTCF-common peaks, CTCF-day 12-enriched peaks) を、
Homer 内の CTCF motif file を CTCF コンセンサス配列として使用した annotatePeaks.pl
コマンドにより抽出した。各 CTCF コンセンサス配列を有するオープンクロマチンピーク
中央を中心としたシークエンスタグの histogram および heatmap を作成したところ、
Homer で得られた CTCF-day 0-enriched peaks, CTCF-common peaks, CTCF-day 12-
enriched peaks の分類が適切であることが示された。さらに、CTCF-day 0-enriched peaks
および CTCF-day 12-enriched peaks に対して KEGG を用いた GO 解析を行ったところ, 
CTCF-day 12-enriched peaks において Hippo signaling pathway がトップランクされたのに
対して CTCF-day 0-enriched peaks では抽出されたなかった。CTCF-day 12-enriched peaks
特異的な CTCF によって発現が制御される Hippo signaling pathway の遺伝子を全て列挙す
ると ACTB, ACTG1, APC, AREG, BMP2, BMPR1B, DLG2, DVL1, NF2, PARD6B, SMAD2
であり、BMP2, BMPR1B, SMAD2 などの TGF/BMP シグナルカスケードや ACTB, ACTG1
など細胞骨格に関する遺伝子が抽出されたことから、CTCF による TEAD-Hippo signaling 
pathway の結合部位変換が hDPSC の硬組織形成分化誘導に寄与している可能性が示され
た。 
8) BORIS コンセンサス配列を有するオープンクロマチン領域の抽出と GO 解析 
続いて、day 0-enriched peaks, common peaks, day 12-enriched peaks からそれぞれインシ
ュレーターCTCF のパラログである BORIS のコンセンサス結合配列を持つピーク集団 
(BORIS-day 0-enriched peaks, BORIS-common peaks, BORIS-day 12-enriched peaks) を、
Homer 内の BORIS motif file を BORIS コンセンサス配列として使用した annotatePeaks.pl
コマンドにより抽出した。各 BORIS コンセンサス配列を有するオープンクロマチンピーク
中央を中心としたシークエンスタグの histogram および heatmap を作成したところ、 
Homer で得られた BORIS-day 0-enriched peaks, BORIS-common peaks, BORIS-day 12-
enriched peaks の分類が適切であることが示された。さらに, BORIS-day 0-enriched peaks
および BORIS-day 12-enriched peaks に対して KEGG を用いた GO 解析を行ったところ、 
BORIS-day 0-enriched peaks, BORIS-day 12-enriched peaks と も に Hippo signaling 
pathway が上位にランクされた。 
hDPSC には分化誘導刺激に対してインシュレーターが担うエピジェネティクスな遺伝子発
現制御機構が存在し、Hippo signal pathway や RUNX によって制御を受ける分化促進遺伝



子座のクロマチンアクセシビリティを上昇させていることから、これら pathway の賦活化
やpathwayの標的タンパク質添加およびヒストン脱アセチル化酵素阻害薬との併用により、 
hDPSC の賦活化による効率的な象牙質/歯髄創傷治癒誘導が行える可能性が示唆された。 
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