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研究成果の概要（和文）：　歯小嚢特異的発現遺伝子の機能を検討することで、歯小嚢から歯周組織が形成される分子
メカニズムの解明を試みた。本研究結果より、鐘状期の歯小嚢に強く発現するF-spondinはTGF-βシグナルを阻害する
ことにより歯根膜細胞分化を抑制し、歯根膜細胞を未分化な状態に保持させることが示唆された。一方、歯根膜の成熟
が必要となる部位・時期にはF-spondinの発現は低下し、歯根膜細胞の分化を進めると推測される。F-spondinがTGF-β
シグナルを抑制する分子メカニズムは、TGF-βとの直接結合による作用と細胞膜タンパク質との結合により活性化され
る細胞内シグナルを介した間接的作用の二つが考えられる。

研究成果の概要（英文）： In order to elucidate the molecular mechanisms that form the periodontal tissue 
originated from the dental follicle, the functional analysis of genes specifically expressed in the 
dental follicle was performed. It was shown that F-spondin was strongly expressed in the dental follicle 
of the bell stage and suppressed the differentiation of dental mesenchymal cells by inhibiting the TGF-β 
signaling. As a result, dental mesenchymal cells remained to be an undifferentiated state. When the 
expression level of the F-spondin was reduced in late stage of tooth development, the maturation of 
periodontal ligament was observed. There seemed to be two ways that suppressed TGF-β signaling by 
F-spondin; first, the direct binding between TGF-β and F-spondin; second, the function of activated 
intracellular signaling pathway by binding between F-spondin and a cell membrane protein.

研究分野：小児歯科

キーワード： 歯根膜　細胞外マトリックス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯は人体の中でもっとも硬い組織という
特徴を有しており，咀嚼機能を担う消化器官
として咀嚼刺激の中枢への伝達と活性化な
ど，ヒトが健全な口腔機能を発揮する上で
様々な役割を担っている．したがって，齲蝕
や歯周病を原因とする歯や歯周組織の喪失
は口腔機能に大きな障害をもたらす．さらに
近年，口腔の疾患が全身疾患に対しても悪影
響を及ぼすことが示されている (J Dent Res, 
88:519, Odontology, 94:10, J Clin 
Periodontol, 32:174, J Vasc Surg, 42:107, 
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral 
Radiol Endod, 95:559) . 歯および歯周組織
の喪失は不可逆性であり，失われた口腔機能
を回復するためには歯と歯周組織を取り戻
す必要がある．そのための一つの手段として，
歯および歯周組織の発生・形成機構を基盤と
する組織再生療法の実現が強く求められる．
一方，無歯期から永久歯列期までの小児を対
象とする小児歯科臨床においても，エナメル
質形成不全症をはじめとする歯の形成障害
を呈する小児患者にしばしば遭遇し，これら
の小児も成人と同様の口腔機能不全を示す 
(J Dent Res, 84:1117, J Oral Pathol, 
17:547) . したがって小児歯科臨床において
も，適切な診断と治療を行うためには，歯や
歯周組織の発生メカニズムの詳細を明らか
にし，理解，応用することが要求される． 
 乳歯および永久歯は胎生期の外胚葉およ
び中胚葉から発生し，その発生の初期過程は
上皮-間葉相互作用により誘導されることが
知られている (J Craniofac Genet Dev Biol, 
11:229, Differentiation, 20:1, Dev Biol, 
23:276) . 歯の発生は，口腔上皮肥厚に始まり，
肥厚した上皮直下へ頭部神経堤由来外胚葉
性間葉系細胞が遊走し，蕾状期歯胚が形成さ
れる．蕾状期の歯胚では，歯原性上皮細胞と
歯原性間葉細胞が形成され，帽状期へと移行
していく．帽状期から鐘状期においては，歯
原性上皮細胞は内・外エナメル上皮細胞，中
間層細胞およびエナメル髄細胞へ，歯原性間
葉細胞は歯乳頭細胞および歯小嚢細胞へと
分化する．そして，前期鐘状期において，歯
乳頭細胞は象牙芽細胞へ，内エナメル上皮は
エナメル芽細胞へと分化し歯冠形成を進め
る． 
 これら一連の歯の発生過程はさまざまな
因子により制御されていることが示されて
いるが，中でも蕾状期から帽状期歯胚までの
初期発生過程を制御する因子については精
力的に研究が進められている．たとえば，帽
状期歯胚におけるソニックヘッジホッグ  
(Sonic Hedgehog;SHH) ，骨形成タンパク質  
(Bone Morphogenic Protein;BMP) および
線維芽細胞増殖因子  (Fibroblast growth 
factor;FGF) などの関与が明らかにされてい
る (Dev Dyn, 219:322, Nat Genet, 24:391, 
Genes Dev, 13:3136, Development, 
125:2803, Dev Dyn, 210:383, Dev Dyn, 

206:59, Int J Dev Biol, 38:463) .これらの分
子は帽状期歯胚において上皮組織内で形成
されるエナメルノット内で発現し，エナメル
ノット直下の歯乳頭細胞へ刺激を伝え，鐘状
期歯胚での二次エナメルノットの形成とそ
れに続く歯冠形成を誘導する．このように，
歯冠形成を制御する分子機構については理
解が深まりつつある．これに対して，歯根形
成過程，すなわち歯根膜を含む歯周組織の発
生機構については未だ不明な点が多く残さ
れている． 
 歯周組織は帽状期および鐘状期の歯胚外
周に形成される歯小嚢をその発生起源とす
る (Development, 127:1671，J Periodontal 
Res, 29:81) ．したがって、歯胚発生期にお
ける歯小嚢細胞からこれらの歯周組織構成
細胞への分化および成熟の制御機構を明ら
かにすることは、歯小嚢細胞から歯周組織構
成細胞への分化を誘導できる分子や細胞外
マトリックスを用いた人為的な歯周組織再
構築の可能性を生み出し，歯周組織再生療法
の開発につながると期待される． 
 
２．研究の目的 
 歯根形成期歯胚において，歯小嚢細胞は上
皮-間葉相互作用により，骨芽細胞，歯根膜細
胞およびセメント芽細胞へと分化し，歯周組
織を形成していくと考えられている．これま
でに，歯根膜形成の起点となる歯小嚢の生物
学的分子基盤を明らかにするために，抜去智
歯より採取したヒト歯根膜組織を用いて歯
根膜発現遺伝子データベースを構築し，機能
的クラスタリングと In Situ Hybridization
法によるスクリーニングを行った結果，歯小
嚢特異的発現遺伝子としてF-spondinを見出
すことに成功している．本研究においては，
歯小嚢特異的に発現するF-spondinの機能的
役割を詳細に解析することにより，歯小嚢か
ら歯周組織が形成される分子メカニズムを
明らかにする． 
 これまでに，歯根膜形成の起点となる歯小
嚢の生物学的分子基盤を明らかにするため
に，抜去智歯より採取したヒト歯根膜組織を
用いて歯根膜発現遺伝子データベース (ペリ
オームデータベース) を構築し，機能的クラ
スタリングと In Situ Hybridization法によ
るスクリーニングを行った結果，歯小嚢特異
的発現遺伝子としてF-spondinを同定してい
る (Gene, 404:70) . F-spondinは帽状期の歯
小嚢で発現が始まり，鐘状期，後期鐘状期へ
の分化に伴い歯小嚢特異的にその発現が増
強するが，歯根膜の形成に伴って発現が低下
し，生後 35 日齢の成熟した歯根膜において
は発現が消失する．これらの結果は，歯小嚢
から歯根膜への分化・成熟過程において
F-spondinが何らかの役割を演じている可能
性を強く示唆する．F-spondinは，1992年に
Klarらによって，神経細胞の接着と伸展に関
与する因子としてクローニングされ，トロン
ボスポンジンスーパーファミリーに属する



細胞外マトリックスで (Cell, 69:95) , 血管
内皮細胞の遊走や (J Cell Physiol, 188:394) , 
神経細胞分化に関与することが報告されて
いるが (J Cell Biol, 178:1237, J Neurochem, 
96:444, Neuron, 23:233, Neuron, 22:475) , 
歯根膜形成過程におけるその役割は全く不
明である． 
 本研究においては，歯根膜形成過程におけ
る歯小嚢特異的発現遺伝子F-spondinの機能
的役割を検討することにより，歯小嚢から歯
周組織が形成される分子メカニズムの解明
を試みた． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，申請者らのグループにおいて
単離・培養法を確立した，歯根膜細胞への分
化能を有する初代培養歯原性間葉系細胞  
(DMC) を用いて F-spondin の機能解析を行
い，歯根膜をはじめとした歯周組織形成メカ
ニズムの解析を行った．F-spondinは歯胚形
成において帽状期，鐘状期の限られた期間に
発現が認められるが，過去の文献において
F-spondinの発現を制御する可能性のある因
子を用い，それらの存在下で歯根膜関連遺伝
子の発現変化を検討するほか，F-spondin 発
現シグナル経路の解析を行った．歯根膜関連
遺伝子・歯胚形成遺伝子の発現変化は，これ
までの研究で樹立したF-spondin発現アデノ
ウイルスも利用して行った．さらに
F-spondinの発現制御をおこなうことで，歯
根膜細胞への分化をどの程度制御できるか
の検討を行った． 
 
１）初代培養歯原性間葉系細胞 (DMC) の分
離・培養 
 胎生 14.5日齢の ICRマウスより下顎臼歯
歯胚を実体顕微鏡下において注射針を装着
したツベルクリン用シリンジを用いて外科
的に採取し，摘出した歯胚はHEPESおよび
10%FBS を含む DMEM 培地で満たした 35
ペトリディッシュ中にて氷上保存した．全歯
胚を摘出した後，ディスパーゼⅡにて室温で
処理する．その後，DNaseⅠを添加し，歯胚
が粘稠性を伴い一塊となった全歯胚が個々
になるまで室温で処理した．その後再び実体
顕微鏡下にて注射針を装着したシリンジを
用いて歯原性上皮と歯原性間葉組織とを分
離した．分離した歯原性間葉組織を間遠心し，
トリプシンおよびコラゲナーゼ中で処理し
た．酵素処理後， DNaseⅠ処理を行った後，
DMCを分離した． 
 分離した DMCは，細胞培養プレートに播
種し，培養して実験に供した． 
 
２）TGF-βシグナルに対する作用の検討 
 はじめに TGF-β による歯根膜細胞分化誘
導に対する F-spondin の効果を検討した．
DMC，マウス由来歯根膜細胞株 MPDL22，
および C3H10Tl/2 細胞を TGF-β1 で刺激し
て培養した後，歯根膜関連遺伝子であるペリ

オスチン，テネイシン N およびⅠ型コラー
ゲンの発現を，特異的プライマーを用いて定
量的PCR法により検討した．さらに，DMC，
マウス由来歯根膜細胞株MPDL22，および未
分化間葉系細胞株C3H10Tl/2細胞に対して， 
F-spondin の遺伝子導入を行い，TGF-β1 で
刺激して培養した後，前述と同様にして，歯
根膜関連遺伝子の発現を，特異的プライマー
を用いて定量的 PCR法により検討した． 
 次に，F-spondinの効果が TGF-βシグナル
に関与しているものか否かを検討する目的
で，TGF-βシグナルの伝達分子であるSmad3
のリン酸化に対するF-spondinの効果を調べ
た． DMC を用いて TGF-β 刺激が Smad3
のリン酸化を著明に誘導するか，またその発
現部位は核内に限局しているか否かを，蛍光
細胞免疫染色により検討し，共焦点レーザー
蛍光顕微鏡 LSM510を用いて観察した．さら
に，TGF-β誘導性 Smadシグナル活性化に対
するF-spondinの効果をウェスタンブロッテ
ィング法により検討した． 
 
３）TGF-βシグナルに対する転写レベルでの
作用の検討 
 最後に， TGF-β シグナルに対する
F-spondin の転写レベルでの効果を，Smad
結合配列を用いたレポーターアッセイにお
いて検討した．目的遺伝子を組み込んだプラ
スミドと Fugene6溶液を反応させて，DNA-
リポソーム複合体の形成後，細胞培養液中に
DNA-リポソーム複合体を直接添加すること
によって一過性に遺伝子導入を行った．さら
に，Smad結合配列および TGF-βⅠ型受容体
ALK5 の恒常的活性型変異受容体である
ALK5 T204Dを，培養細胞に一過性に遺伝子
導入することにより誘導されるSmadシグナ
ルの活性化に関しても検討した． 
 
４）F-spondinの発現制御の検討 
 F-spondinの発現に影響を及ぼす因子を明
らかにするために，DMC を用いて歯胚形成
に関与するWnt3a，Ihhおよび TGF-β1刺激
を行い，F-spondinの発現の変化をリアルタ
イム PCR 法により検討した．歯胚形成に関
与する因子は数多く知られているが，その中
で特に注目されている Wnt3a (Bone, 
44:805) ，Ihh (Development, 124:113) ，そ
して TGF-β が F-spondin 発現に及ぼす効果
を調べた． 
 
４．研究成果 
 歯根膜形成過程に対するF-spondinの関与
を検討したところ，F-spondinは胎生期歯胚
に高発現し，鐘状期までは歯胚の成長に伴っ
て発現が増加することが示された． 
 歯根膜細胞への分化能を有する初代培養
歯原性間葉系細胞 (DMC) の単離・培養を行
い，DMCに F-spondinを過剰発現させ，歯
根膜細胞分化マーカー遺伝子発現に対する
効果を，リアルタイム PCR 法により検討し



た．F-spondin の過剰発現はウェスタンブロ
ッティング法により確認した．F-spondin の
過剰発現は，歯根膜細胞の分化マーカーであ
るペリオスチン，テネイシン N およびⅠ型
コラーゲンの遺伝子発現量を有意に減少さ
せた．次に，shRNA による F-spondin 遺伝
子ノックダウンにより歯根膜細胞分化マー
カー遺伝子発現に対するF-spondinの効果を
検討した．F-spondin遺伝子のノックダウン
効果は，リアルタイム PCR 法により確認し
た．DMCにおける F-spondinの発現抑制は，
ペリオスチン，テネイシン N およびⅠ型コ
ラーゲンの遺伝子発現量を有意に増加させ
た．以上の結果より，F-spondinは歯根膜細
胞分化に対して抑制的に作用すると考えら
れた． 
 まず，はじめに，TGF-βによる歯根膜細胞
分化誘導に対するF-spondinの効果を，DMC
を用いて検討したところ，ペリオスチン，テ
ネイシン N およびⅠ型コラーゲンの発現が
有意に増加した．一方，F-spondinの過剰発
現は TGF-β刺激により誘導されるペリオス
チン，テネイシン N およびⅠ型コラーゲン
の発現を抑制した．同様の結果は，マウス由
来歯根膜細胞株 MPDL22 においても認めら
れた．これらの結果は，F-spondin は TGF-
βの作用を阻害することにより，歯根膜細胞
分化を負に制御することを示唆する． 
 次に，F-spondin の効果が TGF-βシグナ
ルの抑制によるものか否かを検討する目的
で，TGF-βシグナルの伝達分子である
Smad3 のリン酸化に対する F-spondin の効
果を調べた．蛍光細胞免疫染色により，DMC
において TGF-β刺激は Smad3 のリン酸化
を著明に誘導し，またその発現部位は核内に
限局したことから，TGF-βは DMCにおいて
Smadシグナル経路を活性化することが明ら
かとなった．TGF-β誘導性 Smad シグナル
活性化に対するF-spondinの効果をウェスタ
ンブロッティング法により検討したところ，
F-spondin の過剰発現は TGF-βによって誘
導される Smad3 のリン酸化を阻害すること
が明らかとなった．したがって F-spondinは
TGF-βシグナルの活性化を抑制することに
より，歯根膜細胞分化を負に制御すると考え
られる． 
 次に，TGF-βシグナルに対する F-spondin
の転写レベルでの効果を未分化間葉系細胞
株 C3H10T1/2細胞を用いて検討した．DMC
と同様に，C3H10T1/2 細胞においても
F-spondin の過剰発現は TGF-βによる
Smad3のリン酸化を抑制した．また，Smad
結合配列を用いたレポーターアッセイにお
いて，F-spondinは TGF-β刺激による Smad
シグナルの活性化を有意に阻害した．さらに，
F-spondinは TGF-βⅠ型受容体 ALK5の恒
常的活性型変異受容体である ALK5 T204D
導入により誘導されるSmadシグナルの活性
化に対しても抑制的に作用することが明ら
かとなった．これらの結果より，F-spondin

は TGF-βにより誘導される Smadシグナル
活性化を抑制することが明らかとなった． 
 最後に，本研究により歯根膜細胞分化を負
に制御することが明らかとなった F-spondin
の発現に影響を及ぼす因子を検討した．歯胚
形成に関与する因子は数多く知られている
が，その中で特に注目されている，Wnt3a，
Ihh，そして TGF-βが F-spondin 発現に及
ぼす効果を調べた．それらの結果，DMC に
おける F-spondin の発現は，Wnt3a および
Ihh によって明らかな影響を受けなかった．
一方，興味深いことに，F-spondinによって
歯根膜細胞分化促進作用が阻害される TGF-
βはDMCにおける F-spondinの発現を有意
に減少させた．したがって，TGF-βは Smad
シグナル活性化を抑制するF-spondinの発現
を抑制することによりその阻害効果を消失
させ，歯根膜細胞分化を促進すると推測され
る． 
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