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研究成果の概要（和文）：本研究ではDNAメチル化について，マウス歯胚発生過程に注目して解析を行った。抗5-メチ
ルシトシン抗体および抗5-ヒドロキシメチルシトシン（5-hmC）抗体を用いた免疫染色およびドットブロット解析を行
い，分泌期以降のエナメル芽細胞で5-hmC量が上昇し，さらに移行期に入るとクロモセンターを形成することが確認さ
れた。また，維持メチル化酵素Dnmt1が内エナメル上皮に発現し，分化に伴い低下することを確認した。以上の結果か
ら，Dnmt1が内エナメル上皮細胞の未分化状態の維持に関与する可能性が示唆された。さらに分化に伴いDNAメチル化状
態および核内高次構造がダイナミックに変動することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We  have performed histological and molecular experiment to uncover the distributi
on of epigenetic modifications, especially DNA methylation and hydroxymethylation, and related factors dur
ing mouse amelogenesis.  The global increase of 5-hydroxymethylcytosine levels was observed when the amelo
blast cells enter into secretory stage; then onset of differentiation into secretory stage, the formation 
of chromocenter was observed.  Also, Dnmt1 mRNA and protein expression showed highest levels in immature d
ental epithelial cells, with decreasing levels at later stages of development.  These results suggest that
 Dnmt1 may sustain the maintenance of undifferentiation status of dental epithelial cells.
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１．研究開始当初の背景 
 歯や骨などの硬組織においては，主に 2つ
の III 型ナトリウム依存性リン酸（Na/Pi）
トランスポーター（Slc20a1, Slc20a2）が細
胞内へのリン酸（Pi）の取り込みを担ってい
ることが報告されている。近年，Pi がシグナ
ル分子として機能し，Pi 代謝調節因子と協調
して，歯や骨における細胞の分化や石灰化に
関与していることが明らかになっている。特
に，低リン血症性骨軟化症/くる病等の疾患
では，骨のみでなく歯の形成異常を伴う症例
も多く，全身性の Pi 代謝調節（血清 Pi 濃度
の恒常性）と硬組織の石灰化との関連が詳細
に検討されている。また，我々はこれまでに
Slc20a1 を過剰発現するトランスジェニッ
クラットの解析を進め，全身性の血清 Pi 代
謝調節のみならず，歯を構成する細胞局所で
の Pi 代謝調節の重要性を示唆している
（ Yoshioka et al., Calcif Tissue Int, 
2011）。さらに，高 Pi 血症が歯胚発生に与え
る影響を分子レベルで探索することを目的
として，以下の実験を行っている。マウスの
下顎臼歯歯胚を器官培養し，過剰な Pi 負荷
により発現変動する遺伝子（Pi 応答遺伝子）
を DNA マイクロアレイにより網羅的に解析
した。この結果から，培養歯胚への Pi 負荷
により，象牙芽細胞の分化は促進されるが，
その一方，エナメル芽細胞の分化は抑制的な
方向へと進むことが示唆された。培養細胞株
を用いた実験により，Pi が象牙芽細胞の分
化・石灰化を促進することから，Pi による
影響は，象牙芽細胞へは直接的であり，エナ
メル芽細胞へは上皮-間葉の相互作用を介し
た間接的なものであると考えられた。しかし，
これらの細胞内応答（Pi 応答）がどのような
エピジェネティック制御で引き起こされる
のか，そしてそれが歯の発生にどう影響する
のか，未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 細胞内へのPi の流入がERK シグナルを活
性化することが知られているが，このシグナ
ル伝達過程がエピジェネティック制御によ
ってどのように媒介され，歯の発生にどう影
響するのかは未だ不明である。そこで本研究
では，まず，マウス歯胚発生過程におけるエ
ピジェネティックな修飾ならびに関連因子
の時空間的分布や挙動を把握することを目
的とする。また，これらエピゲノム解析を通
じて，歯を構成する細胞局所での Pi 代謝調
節（Pi によるシグナル伝達）に関与するエピ
ジェネティクス制御機構を解明することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 歯胚形成過程における DNA メチル化ダ
イナミクスの解析 
 

① マウス下顎切歯（10 日齢）のパラフィ
ン標本を材料に，抗 5-メチルシトシン

（5-mC）抗体あるいは抗 5-ヒドロキシ
メチルシトシン（5-hmC）抗体を用いた
免疫染色を行う。 
 

② マウス下顎切歯（6日齢）の切端または
根尖からエナメル上皮層のみを分離し， 
DNA を抽出する。それぞれの DNA に対し
て，抗 5-mC 抗体あるいは抗 5-hmC 抗体
を用いたドットブロット解析を行い，ゲ
ノム中の 5-mC あるいは 5-hmC を定量す
る。 
 

(2) 歯胚形成過程における DNA メチル化お
よびヒドロキシメチル化関連因子の発
現パターンの解析 
 

① マウス下顎切歯（6日齢）の切端または
根尖からエナメル上皮層のみを分離し， 
RNA を抽出する。それぞれの RNA から
cDNA を合成する。 
 

② 上記 cDNA について，エナメル芽細胞の
分化マーカー遺伝子，Ameloblastin お
よび p75Ngfr，の発現をリアルタイム
PCR により解析し，分化段階を確認する。 
 

③ 上記 cDNA について，DNA メチル化関連
因子，Dnmt1，Dnmt3a，Dnmt3b およびヒ
ドロキシメチル化関連因子 Tet1，Tet2，
Tet3 の発現変動をリアルタイム PCR に
より解析する。 
 

④ リアルタイム PCR の結果から発現変動
を認める因子を絞り込み，免疫染色によ
る発現局在を解析する。 

 
(3) Pi 代謝関連因子に関与するエピジェネ
ティクス制御機構の解析 
 

① Pi 代謝関連因子について，バイオイン
フォマティクスを用いた遺伝子構造お
よび CpG アイランドの有無を解析する。 
DNA メチル化による制御を受ける可能
性があるかどうか絞り込みを行う。 
 

② エナメル芽細胞株あるいは象牙芽細胞
株を DNA メチル化阻害剤で処理し，Pi
代謝関連因子の発現に変動が認められ
るか確認する。 

 
４．研究成果 
(1) 歯胚形成過程における DNA メチル化ダ
イナミクスの解析 
 

① 切歯の発生過程，とりわけエナメル上皮
細胞の分化に伴い，5-mC および 5-hmC
の分布がダイナミックに変動した。5-mC
は移行期以降，5-hmC は分泌期以降のエ
ナメル芽細胞に点状の染色を認めた。 
 



② ドットブロット解析の結果，ゲノム中の
5-mC の量はエナメル芽細胞の分化に関
わらず一定であった。一方，5-hmC の量
は分化したエナメル芽細胞で多くなる
ことが明らかとなった。 

 
以上の結果から，エナメル芽細胞が分泌期に
入るとDNAメチル化状態がダイナミックに変
動し，さらに移行期に入るとクロモセンター
の形成など核内高次構造が変化することを
示唆している。 
 

(2) 歯胚形成過程における DNA メチル化関
連因子の発現パターンの解析 
 

① マウス下顎切歯（6日齢）の切端または
根尖からエナメル上皮層のみを分離し， 
RNA を抽出後，cDNA を合成した。切端で
は Ameloblastin が多く発現し，根尖で
は p75Ngfr が多く発現することから，エ
ナメル芽細胞の分化段階に合わせて発
現変動を解析できることを確認した。 
 

② 上記 cDNA を用いて，DNA メチル化関連
因子 Dnmt1，Dnmt3a，Dnmt3b について，
ヒドロキシメチル化関連因子 Tet1，
Tet2，Tet3 について，エナメル上皮の
分化に伴う発現変動を解析した。 
 

③ Dnmt1 の発現が未分化エナメル上皮に
おいて高く，分化に伴い低下することを
確認した。 
 

④ Dnmt3a，Dnmt3b，Tet1，Tet2，Tet3 に
ついては分化に関わらず一定の発現を
示した。 
 

⑤ マウス下顎切歯（10 日齢）のパラフィ
ン標本を材料に，抗 Dnmt1 抗体による免
疫染色を行い，内エナメル上皮細胞層に
高く発現し，分化に伴い低下することを
確認した。 

 
(3) Pi 代謝関連因子に関与するエピジェネ
ティクス制御機構の解析 
 

① DNA メチル化により制御を受けると推
測される Pi 代謝関連因子は明らとなっ
たが，DNA メチル化阻害剤により発現変
動する因子は未だ見つかっていない。 
 

以上の結果から，Dnmt1 が内エナメル上皮細
胞の未分化状態の維持に関与する可能性が
示唆された。さらに分化に伴い DNA メチル化
状態および核内高次構造がダイナミックに
変動することが明らかになった。 
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