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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経、筋肉、心筋などの様々な細胞に分化しうる細胞ではなく、歯を構成する
エナメル芽細胞あるいは象牙芽細胞にのみ分化しうる組織幹細胞（歯原性幹細胞）の作出を角化細胞や線維芽細胞から
試みた。胎生期の口腔粘膜上皮が間質へ陥入する頃から、将来のエナメル器となる上皮細胞に強い発現を認める遺伝子
を導入した。一部の遺伝子導入細胞株にて石灰化誘導培地による石灰化、歯原性因子やRunx2の発現や発現上昇がみら
れた。この細胞をヌードマウスに移植すると、移植細胞塊に石灰化や各種歯原性因子の発現が観察され、遺伝子導入に
より角化細胞が歯のエナメル質を作る細胞へ形転転換を起こす可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The recombination of cells obtained from tooth germs successfully develop into tee
th in previous studies. However, it is difficult to use human tooth germ as a cellular seed because of eth
ical issues. We attempted establishment of odontogenic stem cells by regulation of gene "X" expression. We
 herein transfected Thymosin beta 4 (Tb4) expression vector, as a gene "X" expression, into non-odontogeni
c HaCaT cells in this study because Tb4 has been reported to be closely related to the initiation and deve
lopment of the tooth germ. Tb4-transfected cells formed nodules with calcium phosphate in calcification-in
ducing medium. Selected clones with larger amounts of calcium deposits expressed the upregulation of odont
ogenesis-related genes. These proteins were immunohistochemically observed in in vitro and vivo samples. T
his study demonstrated the possibility of induction of dental epithelial cell differentiation marker gene 
expression in non-odontogenic HaCaT cells by Tb4.
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１．研究開始当初の背景 

再生医療では、神経、筋肉、心筋などの様々

な細胞に分化しうる細胞をより簡単に、効率よく、

かつ癌化などの危険性を回避して作製されること

が期待され、世界中の研究室で競い合っている。 

近年、マウスやヒトの線維芽細胞に4つの転
写因子の遺伝子導入により、多能性幹細胞（iPS
細胞）へとリプログラミングできることが示さ

れ (Takahashi & Yamanaka, Cell 2006)、再生医療
の実現に向けてiPS細胞を用いた研究が精力的
に進められている。また、2010年Vierbuchen ら
は、3つの転写因子の遺伝子導入により、“分化
した線維芽細胞を、幹細胞という未分化な中間

状態を経ずに神経細胞に変えることに成功し

た”と報告した (Nature 2010)。この試みは、「ダ
イレクト・リプログラミング」と呼ばれ、iPS
細胞研究と共に世界的に注目されている。 

本研究における新たな試みは、転写因子と

は異なる“遺伝子X ”を利用することである。こ
の“遺伝子X”の発現を角化細胞で過剰発現させ
ると、Runx2を発現し、一部の歯原性因子の発
現もみられた。また、歯胚由来上皮細胞で発現

抑制を図ると、Runx2の発現が減じ、一部の歯
原性因子の発現も減少した結果を得たことに

よる。 

そこで本研究課題では、転写因子とは異な

る“遺伝子X ”の発現調節によって「リプログラ
ミング」を誘導し、歯原性幹細胞作出法を画策

しようというものである。 

さらにこの“遺伝子X ”発現の調節制御を試みて、
その効果を検討する。これは、iPS細胞作製や
リプログラミングによる形質転換を行う際に

は転写因子の恒常的発現が施されたが、生体内

では器官形成初期のみに発現し、重要な役割を

果たすと考えられる因子も様々有る点を鑑み

たことによる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、神経、筋肉、心筋などの様々

な細胞に分化しうる細胞ではなく、歯を構成す

るエナメル芽細胞あるいは象牙芽細胞にのみ

分化しうる組織幹細胞（歯原性幹細胞）の作出

を角化細胞や線維芽細胞から試みる。 

われわれは研究過程で、角化細胞や歯胚由

来上皮細胞で発現を増減させると、Runx2 の発
現が増減し、一部の歯原性因子の発現量の変化

をもたらすある因子を見出した。この因子は転

写因子とは異なるものと考えられる。 

そこでこの因子をコードする遺伝子（“遺伝
子X”と仮称）の発現調節を角化細胞や線維芽細
胞に施し、元の細胞の形質変化を検索し、歯原

性幹細胞作出を画策する。 

 
３．研究の方法 
① E11.0下顎およびE15.0歯胚の器官培養下 

Tb4アンチセンスオリゴを用いたTb4発現ノ
ックダウンアッセイ 

上記処理を行った試料の形態学的解析、歯胚

発生・形態形成関連遺伝子・蛋白発現解析 

 

② Tb4発現vectorを導入したヒト皮膚表皮由来
のHaCaT細胞の細胞形質転換の検索 

 石灰化誘導培地による石灰化の発生 

上記処理を行った試料の形態学的解析、歯胚

発生・形態形成関連遺伝子・蛋白発現解析 

さらにヌードマウスへTb4遺伝子発現細胞
移植を行い、in vivoにおける形態学的解析、
歯胚発生・形態形成関連遺伝子・蛋白発現解

析 

 

③ in situ Hybridization法を用いた歯胚発生・形
態形成過程におけるTb4と高相同性を有す
るTb10のへ発現様式の検索 

E11.0下顎およびE15.0歯胚の器官培養下 
Tb10-siRNAを用いたTb10発現ノックダウン
アッセイ 

上記処理を行った試料や歯原性上皮／間葉

細胞株を用いた形態学的解析(細胞増殖活性
や細胞死誘導等に対する検索含む)、歯胚発
生・形態形成関連遺伝子・蛋白発現解析 

 

④ GFP融合蛋白発現系、mRNA発現調節系およ
び不安定蛋白質発現量制御システムを備えた

歯原性上皮細胞株/不死化角化細胞株の作製 

各種抗オルガネラ因子抗体を用いた免疫細胞

染色／各種オルガネラ因子融合蛍光蛋白発

現vectorの遺伝子導入を用いて標的因子の細
胞内局在の検索 

 

これらの結果を検討して改善点の焙り出し、転

写因子に限らず、器官形成期に一過性発現ある



いは特異的経時的変化を示す因子は様々報告

されていることも併せて、今後の戦略の構想を

練っていく。 

 

４．研究成果 

われわれは、iPS細胞のように神経、筋肉、
心筋などの様々な細胞に分化しうる万能幹細

胞の作製法の開発ではなく、歯を構成するエナ

メル芽細胞あるいは象牙芽細胞にのみ分化し

うる組織幹細胞（歯原性幹細胞）の作出を角化

細胞や線維芽細胞から試みた。 

標的因子“遺伝子X”として胎生期の口腔粘
膜上皮が間質へ陥入する頃から、将来のエナメ

ル器となる上皮細胞に強い発現を認めた

Thymosin beta 4, X-linked（Tb4）を考えた。 

まず歯胚発生・形態形成におけるTb4の機能
的役割を検索した。E11.0下顎およびE15.0歯胚
の器官培養に対してTb4アンチセンスオリゴに
よるTb4発現ノックダウンアッセイを行うと、
歯原性上皮の間葉組織への陥入やエナメル器

形成の抑制が有意に観察された。これらの試料

のmRNA発現定量解析を行うと、Tb4が歯原性
因子の遺伝子発現制御やこれら歯原性因子の

上流にあるRunx2やNucleolinの発現制御への関
与が明らかとなった。歯原性上皮細胞が間葉へ

陥入する際に基底膜改造に関わるMatrix 
metaloproreinase-2/-9 (MMP-2/-9)の発現変化を
検索すると、歯原性上皮細胞より分泌した

MMP-2活性の低下がみられ、Tb4のMMP-2発現
調節への関与も示唆された。また、Tb4の機能
抑制により細胞移動能低下やE-cadherin発現上
昇を認めた。これらの結果より、歯胚発生・形

態形成においてTb4が機能的役割を担っている
ことが明らかとなった。 

次にTb4発現vectorをヒト皮膚表皮由来の
HaCaT細胞へ導入した。石灰化誘導培地にて細
胞培養を行うと、遺伝子導入した一部の細胞株

にて石灰化物の形成が見られ、アリザリンレッ

ドやフォンコッサ染色に陽性反応を示した。ま

た、元素解析を行うとリン酸カルシウムである

ことが示唆された。石灰化誘導を示した細胞株

にてアメロジェニン、アメロブラスチン、エナ

メリン蛋白などの歯原性因子の発現や発現上

昇を確認した。また、それらの細胞ではRunx2
の発現上昇がみられた。siRNAによる遺伝子機
能抑制下では、石灰化の程度に影響が生じた。

しかし、対照群とする親株やempty vectorを導入

した細胞株では、石灰誘導による石灰化や歯原

性因子の発現は観察されなかった。 

さらにTb4遺伝子発現細胞をヌードマウス
に移植し、移植細胞塊に石灰化や各種歯原性因

子の発現を免疫染色にて確認した。対照群とす

る親株およびempty vectorを導入した細胞株も
細胞胞巣を形成したが、石灰化や各種歯原性因

子の発現は観察されなかった。 

一方、Tb4と高相同性を有するTb10のマウス
歯胚形成過程における発現様式と機能につい

て解析を行った。in situ Hybridization法を用い
た結果、歯胚形成過程においてTb4 mRNAが上
皮組織に発現しているのに対し、Tb10 mRNA
は主に歯原性間葉由来の組織に発現していた。

また、出生直後ではTb10 mRNAの発現は前象牙
芽細胞と前エナメル芽細胞に、Tb4 mRNAの発
現は前エナメル芽細胞にのみ認められた。歯根

形成期では、Tb10 mRNAの発現はヘルトヴィッ
ヒ上皮鞘やその周囲の歯原性間葉系細胞に認

められたが、Tb4 mRNAの発現は認められなか
った。また、siRNAによるTb10機能阻害下で歯
胚の器官培養を行った処、Tb10 siRNA群で歯胚
の発育不良が認められた。Tb10は歯胚形成に関
与していることも示唆された。 

GFPおよび他の遺伝子を用いて強制発現お
よび不安定蛋白質発現量制御を試みた。まず強

制発現系による一過性遺伝子導入にて、ある膜

蛋白とGFPの融合蛋白が細胞質内に顆粒状に
陽性像を示すことを確認し、細胞内オルガネラ

への局在が示唆された。このGFP融合蛋白の細
胞質内局在は免疫染色による蛋白の細胞内局

在とも類似し、この発現蛋白の機能性が一部示

された。この膜蛋白の不安定蛋白質発現量制御

によるmRNA発現量は、導入細胞間でmRNA発
現量に株間差が見られたものの、形態学的変化

はもたらさなかった。不安定蛋白質発現量制御

では、mRNA発現は行うが、翻訳された蛋白速
やかに排除されるためと思われる。 

次期研究では、より厳密な遺伝子発現制御に

よりどのようなシグナル伝達系が働いているかの解

明が重要な課題となろう。このような検索から得ら

れた問題点や改善点を踏まえてさらに研究を展開

していく。 
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