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研究成果の概要（和文）：本研究では、以前、歯胚発生過程で特異的な発現様式を示すことを報告したThymosin beta 
4（Tb4）と相同性の高いTb10の歯胚発生過程における発現様式と機能について解析した。IHS法を用いたTb10とTb4発現
局在解析の結果、マウス歯胚発生過程においてTb10は主に間葉組織の細胞増殖が活発な部位に発現していたのに対し、
Tb4は上皮組織に発現していた。Tb10発現抑制実験において歯胚器官培養では、細胞増殖活性の低下と歯胚形態形成不
良が認められ、歯原性細胞培養でも増殖活性が低下していた。以上の結果から、Tb10は歯胚発生過程において形態形成
に重要な役割を果たしている事が示唆された。

研究成果の概要（英文）： This study presents the expression pattern and functions of thymosin beta 10 (Tb1
0), a Tb4 homologue during the development of mouse lower first molars. An in situ signal of Tb10 was dete
cted mainly in dental mesenchymal cells as well as in dental epithelial cells, while Tb4 was expressed in 
dental epithelial cells. An inhibition assay using Tb10-siRNA in E11.0 mandibles showed significant growth
 inhibition in the tooth germ. The number of Ki67-positive cells significantly decreased in the Tb10-siRNA
-treated mandibles. The cellular proliferative activity was also significantly suppressed in Tb10-siRNA-tr
eated cultured mouse dental pulpal and epithelial cells. These results indicate that developmental arrest 
of the tooth germ might be caused by a reduction in cell proliferative activity. The stage-specific tempor
al and spatial expression pattern of Tb10 in the developing tooth germ is indicative of multiple functions
 in the tooth development.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 歯の発生　Thymosin beta 10　Thymosin beta 4

歯学・形態系基礎歯科学・口腔病理学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯の発生における上皮間葉相互作用が、
「歯の再生」の具現化にはきわめて重要なス
テップであることが明らかになっている。ま
た、「歯の再生医療」の実現のためには、歯
の発生メカニズムの解明が必須であること
が知られており、多数の研究室の取り組みに
より多くの研究結果が報告されているが、未
だ不明な点が多いのが現状である。 
 歯胚の発生・発育を制御する因子について、
国内外において多数報告されているが、我々
は、歯の発生初期において特異的に発現量の
変化する遺伝子を cDNA subtraction 法を用
い、これまでに報告されていなかった因子を
網羅的に検出、同定し（Int J Dev Biol. 
45(4):675-678, 2001）、歯胚発生過程におけ
る発現パターンや機能について報告してき
た。その検出因子の一つである Thymosin 
beta 4(Tb4)に関しても、マウス歯胚形成期に
おける mRNA 発現様式を検索し、歯胚の形
態形成に関連していることを明らかにした
（Histochem Cell Biol. 124(3-4): 207-213, 
2005）。 
 一方、Tb4 と高相同性を有する Thymosin 
beta 10(Tb10)が知られている。Tb10 は、Tb4
と同じく G-actin binding domain を有して
おり、細胞の形態や運動などの重要な働きを
担っている。また、神経系の発生、育毛促進
や悪性腫瘍の形質など様々な生物学的活性
があることが報告されているが、血管新生に
は抑制的に働くなど、Tb4 と異なる報告があ
る。このように様々な領域における Tb10 の
機能についての報告がなされているが、歯科
口腔領域における Tb10 の報告は非常に少な
く、口腔癌に関するもの以外はほとんどない
状態である。 
 そこで、我々はマウス胎生期 15.5 日齢
（E15.5）の歯胚における Tb4 と Tb10 の発
現局在を in situ hybridization 法を用いて、
比較検討したところ、Tb4 は主に上皮系細胞
に強く発現を認める一方で、Tb10 は主に間
葉系細胞に強く発現を認め全く異なる局在
を示した。この結果から、歯の形態形成にお
いて不可欠なステップである上皮間葉相互
作用において Tb4 と Tb10 が相互に、重要な
役割を果たしている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、歯胚発生過程における Tb10 の
分子調節機構および機能を解析し、Tb4 との
比較検討を行い、Tb10 と Tb4 が歯の上皮間
葉相互作用および歯の形態形成にどのよう
に関わっているか明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
１） マウス胎生期から歯根形成期までの頭

蓋 顔 面 部 組 織 を 用 い 、 in situ 
hybridization 法にて、下顎第１臼歯
における Tb10 と Tb4 の mRNA 発現パ

ターンを検索し、比較検討した。 
 

２） E10.5 および E12.0のマウスから下顎を、
E15.0、E18.0、P1、P5 から歯胚を採取
し、TB10 と Tb4 の発現量の変化を 
real-time PCR 法を用いて検討した。 
 

３） マウスの E11 の下顎と E15 の歯胚を
器官培養し、Tb10 に対する siRNA を
Lipofection 法を用いてトランスフェ
クションし、Tb10 発現抑制を行い、
歯胚形成への影響を組織形態学的に
検索を行った。また、器官培養法で作
成した連続切片を使用し、 Ki67 免疫
組織染色法とTUNEL免疫組織染色法を
用いてE11の下顎とE15の歯胚におけ
るKi67陽性細胞/全細胞とTUNEL陽性
細胞/全細胞の比率をれぞれ算出した。  

 
４）マウス歯髄細胞株（mouse dental pulpal 

cell, mDP）とマウス上皮細胞（mouse 
dental epithelial cell, mDE6）を培養
し、Tb10 に対する siRNA を HVJ-envelop
を用いてトランスフェクションし、Tb10
の発現抑制による歯原性細胞増殖への
影響を検討した。また、ｍDP に siRNA
を応用した Tb10 発現抑制実験群では、
象牙質分化マーカーである Dentin 
sialophosphoprotein (DSPP)と Dentin 
matrix ptotein 1 (DMP1)の発現につい
て real-time PCR により定量解析を行っ
た。同様にして、mDE6 に siRNA を応用し
た Tb10 発現抑制実験群では、エナメル
質分化マーカーである Amelogenin 
(Amel) の発現への影響を検討した。 

 
４．研究成果 
１） マウス歯胚形成期における Tb10 と Tb4

の mRNA の発現局在 
 歯胚形成開始期（E10.5）と歯原性上皮肥
厚期（E12.0）では、Tb10 は口腔上皮直下の
間葉組織に著明に発現していた。また、わず
かに口腔上皮細胞にも発現が認められた。一
方、Tb4 は歯胚相当部の上皮細胞に発現が認
められ、間葉組織中の血管にも発現が認めら
れた。 
 蕾状期（E13.5-E14.0）では、Tb10 は歯蕾
上皮細胞周囲の間葉細胞に強く発現が認め
られた。対照的に、Tb4は歯蕾上皮細胞にmRNA
発現が認められた。また、血管にも発現が著
明に認められたが、歯蕾周囲の間葉細胞には
ほとんど発現が認められなかった。 
 帽状期（E14.5-E15.5）では、Tb10 は歯乳
頭と歯小嚢の間葉細胞に発現が著明に認め
られた。更に、エナメル器の外エナメル上皮
にも発現が認められた。Tb4 は E14.5 では外
エナメル上皮とエナメル結節（PEK）に著明
に発現が認められたが、E15.5 になると PEK
での発現は減弱し、内エナメル上皮にはほと
んどシグナルが認められなかった。 



 鍾状期前期（E16.5-E18.0）では、Tb10 は
内エナメル上皮に接する歯乳頭細胞に発現
が認められ、特に将来咬頭部となる部位で強
く発現が認められた。また、内エナメル上皮
にも弱く発現が認められた。Tb4 は内エナメ
ル上皮に発現が認められ、外エナメル上皮と
歯堤細胞に発現が著明に認められた。 
 鐘状期後期（P0-P1）では、Tb10 は P0 では、
内エナメル上皮と前象牙芽細胞に発現が認
められた。Tb4 は内エナメル上皮に著明に認
められた。P1.0 になると、Tb10 は前象牙芽
細胞と、前象牙芽細胞に面した前エナメル芽
細胞に強い発現が認められた。一方、Tb4 は
前エナメル芽細胞のみに発現が認められた。 
 歯冠部基質形成期（P2-P3）では、Tb10 は
基質形成前の前象牙芽細胞に強く観察され、
基質形成後の象牙芽細胞での発現は減弱し
ていた。また、基質形成前の前エナメル芽細
胞においても著明な発現が認められた。その
結果、歯胚側方部において互いに向かい合っ
ている前象牙芽細胞と前エナメル芽細胞に
Tb10 mRNA 発現が認められた。Tb4 mRNA は基
質形成前の前エナメル芽細胞にのみ強い発
現が認められた。 
 歯根形成期（P5-P7）では、Tb10 は歯根部
の前象牙芽細胞から分化期象牙芽細胞に発
現が強く認められた。また、ヘルトヴィッヒ
上皮鞘とその周囲の間葉細胞にも発現が認
められた。特に、ヘルトヴィッヒ上皮鞘の内
側の細胞より外側の細胞で発現が強く認め
られた。Tb4 はエナメル芽細胞での発現はほ
ぼ消失しており、それ以外の部分でも発現は
認められなかった。 
 歯根完成期（P14）では、Tb10 はヘルトヴ
ィッヒ上皮鞘とその周囲の間葉組織のみに
発現が認められた。Tb10 mRNA が発現してい
る間葉細胞は歯髄側の細胞のみならず、歯根
膜側の細胞にも認められた。歯冠部と歯根部
に Tb4 mRNA の発現は認められなかった。 

 
２） マウス歯胚形成期における Tb10 と Tb4

の mRNA 定量解析 
 下顎において、Tb10 と Tb4 mRNA の発現量
は E10.5 よりも E12.0 で有意に増加した。 
 歯胚において、帽状期である E15.0 よりも
鍾状期前期である E18.0 で Tb10 mRNA の発現
量が一時的に減少した。また、歯冠部基質形
成期である P1.0 では再度発現量が増加し、
歯根形成期である P5.0 になると、発現量が
再び減少した。同様の増減が Tb4 mRNA でも
認められた。 

 
３） 器官培養による機能解析 
① 器官培養下における siRNA による Tb10

発現抑制効果 
 siRNA を用いて E10.5 下顎と E15.0 歯胚に
おける Tb10 の発現抑制を行い、その抑制効
果を real-time PCR 法にて検索した結果、下
顎と歯胚ともに Tb10 siRNA 群では Untreated
群(Ut 群)や Control 群(Cont 群)と比較して

有意に Tb10 mRNA 発現抑制が認められた。 
 

② 器官培養下 Tb10 機能抑制による E11.0
下顎と E15.0 歯胚の組織形態の変化 

 E11.0下顎の器官培養8日経過後のUt群や
Cont 群において、上皮は帽状を呈し PEK の発
現が確認できた。また、エナメル器周囲に間
葉細胞の集約が認められ、歯乳頭、歯小嚢の
形成が認められた。一方、Tb10  siRNA 群で
は、エナメル器の形成は認められず、陥入上
皮は蕾状呈していた。蕾状期歯胚の周囲に間
葉細胞の集約は認められなかった。 
 E15.0歯胚の器官培養8日経過後のUt群や
C 群において、エナメル器は鍾状を呈してい
た。エナメル芽細胞や象牙芽細胞の分化は認
められ、象牙前質の形成が認められた。一方、
Tb10 siRNA 群では、エナメル上皮の歯乳頭方
向への伸長が認められず、歯冠形態は鍾状を
呈していなかった。しかしながら、エナメル
芽細胞や象牙芽細胞の分化は Cont 群と同様
に認められた。 

 
③ 器官培養下 Tb10 機能抑制による E11.0

下顎と E15.0 歯胚の細胞増殖への影響 
 培養した E11 下顎を用いて Ki67 免疫組織
染色を行なった結果、Cont 群の歯胚では、PEK
に陽性細胞が認められなかったが、エナメル
器のその他の部位や間葉組織において散在
性に陽性細胞が認められた。一方、Tb10 siRNA
群の歯胚においては、陽性細胞の局在に偏り
はなく、全体的に点在していた。また、Tb10 
siRNA群はCont群よりも歯原性間葉細胞の増
殖抑制が有意に認められ、歯胚周囲の間葉細
胞においても増殖能低下が認められた。上皮
細胞においても、Tb10 siRNA 群が Cont 群よ
りも有意に減少した。 
 培養した E15 歯胚を用いて Ki67 免疫組織
染色を行なった結果、Ut 群や Cont 群におい
て、歯胚側方のエナメル上皮に陽性細胞が多
く認められるのに対し、Tb10 siRNA 群ではエ
ナメル上皮に陽性細胞が認められなかった。
これより、上皮細胞では Tb10 siRNA 群にお
ける細胞増殖活性の有意な低下が認められ
た。歯乳頭組織においても、Tb10 siRNA 群の
陽性細胞率は Ut群や Cont 群と比較して有意
に低下した。 

 
④ 器官培養下 Tb10 機能抑制による E11.0

下顎とE15.0歯胚のアポトーシスへの影
響 

 E11.0 下顎の Cont 群の歯胚上皮では TUNEL
陽性細胞が PEK に多く認められ、間葉細胞で
は散在性に認められた。一方、Tb10 siRNA 群
では上皮と間葉ともに散在性にTUNEL陽性細
胞が認められた。Tb10 siRNA 群、Ut 群およ
び Cont 群の TUNEL 陽性細胞比率には、全て
の領域において差が認められなかった。 
 E15.0 歯胚の TUNEL 陽性細胞は、全ての群
において、歯原性上皮細胞や間葉細胞で散在
性に認められた。Tb10 siRNA 群、Ut 群およ



び Cont 群の歯胚における TUNEL 陽性細胞比
率は、全ての領域において差が認められなか
った。 
 これらの結果より、Tb10 siRNA による歯胚
の形態形成抑制は歯原性間葉細胞における
アポトーシス発生の上昇ではなく細胞増殖
抑制によるものであると考えられた。 

 
４） 細胞培養下おけるsiRNAによる歯原性細

胞増殖および分化への影響 
 mDP 細胞と mDE6 細胞を用いて Tb10 siRNA
による Tb10 発現抑制効果を real-time PCR
にて検索した結果、Tb10 siRNA 群は、Ut 群
やCont群と比較してTb10 mRNA発現量が50％
以上抑制された。 
 Tb10 機能抑制下における mDP 細胞と mDE6
細胞の細胞増殖活性は、両細胞において、
Tb10 siRNA 群は、Ut 群や Cont 群と比較して
有意に細胞数の低下が認められた。これより、
Tb10 が歯原性上皮細胞と歯原性間葉細胞の
細胞増殖活性に重要であることが示唆され
た。一方、ｍDP において Tb10 siRNA 群では、
Ut 群や Cont 群と比較して象牙質分化マーカ
ーである DSPP と DMP1 の発現に差が認められ
ず、mDE6 において Tb10 siRNA 群では、Ut 群
や Cont 群と比較してエナメル質分化マーカ
ーである Amel の発現に差が認められなか
った。 
 
 本研究において、Tb10 は主に間葉系細胞に
強く発現を認める一方で、Tb4 は主に上皮系
細胞に強く発現を認め、全く異なる局在を示
した。また、Tb10 は細胞分化には影響がな
く、細胞増殖活性を制御していることが明ら
かになった。以上の結果から、歯の形態形成
において不可欠なステップである上皮と間
葉の相互作用において Tb10 と Tb4 が相互に、
重要な役割を果たしており、Tb10 は細胞増殖
に関与している可能性が考えられた。 
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