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研究成果の概要（和文）：本研究では歯の発生過程における前象牙芽細胞の役割ついて解明することを目的とし
た。我々はバイオインフォマティカル解析手法を用いて歯の発生過程に発現する遺伝子群の網羅的解析を試みて
おり，その成果として，Pannexin3 (Panx3)が前象牙芽細胞特異的な分子であることを明らかにした。Panx3は歯
乳頭由来細胞において細胞内ATPを調節することによって，細胞増殖を停止させ，象牙芽細胞の分化を誘導する
ことが示され，前象牙芽細胞の細胞増殖と細胞分化の運命決定に重要な機能を有していることを証明した。すな
わち，前象牙芽細胞が象牙芽細胞の増殖と分化の制御において重要な細胞であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the roles of preodontoblasts in 
tooth development. Here we have found that the expression of Panx3 was predominately localized in 
preo- dontoblasts that arise from dental papilla cells and can differentiate into dentin-secreting 
odontoblasts. Overexpression of Panx3 in dental mesenchymal cells reduced cell proliferation via 
up-regulation of p21, and promoted the BMP2-induced phosphorylation of Smad1/5/8 and the expression 
of Dspp, a marker of differentiated odontoblasts. Furthermore, Panx3 functions ATP release into the 
extracellular space through its hemichannel and induced the phosphorylation of AMPK. Our results 
suggest that Panx3 modulates intracellular ATP levels, resulting in the inhibition of odontoblast 
proliferation through the AMPK/p21 signaling pathway and promotion of cell differentiation by the 
BMP/Smad signaling pathway.

研究分野： 小児歯科

キーワード： 前象牙芽細胞　Pannexin　Panx3　ATP channel
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１．研究開始当初の背景 
 近年の再生領域の研究発展には目覚まし
いものがあり，ES 細胞（胚性幹細胞）や iPS
細胞（人工多能性幹細胞）の発見により，い
よいよ人類は生命の根源にまで到達しよう
としている。また，分化万能性の一方で，再
生医療に実用化しやすい分化多能性を有し
た体性幹細胞が，体中のあらゆる組織中に存
在することが証明されてきており，歯科にお
いても脱落乳歯歯髄幹細胞が注目されてい
る。日々の生活において，これらの技術を応
用した再生研究の成果や疾患に対する新規
治療法の開発といった報道が連日のように
新聞紙面やテレビを賑わせており，国民の再
生医療への期待が飛躍的に高まってきてい
る。歯は重要な咀嚼器官であり，また，歯科
疾患が全身疾患に及ぼす影響も明らかとな
ってきたこと，さらには発音や審美性におい
ても大切であり，人が健康で健やかに生活す
る上で，重要な器官でありながら歯は極めて
自己再生能に乏しい器官でもあり，歯科にお
いても歯そのものを再生する技術開発に期
待がかかる。 
 これまでわれわれはiPS細胞をエナメル質
基質発現細胞へ誘導することに成功した。し
かしながら，分化誘導効率の問題については
解決すべき課題が多く，それらの細胞の分化
機構についての核心には迫れていない。歯の
発生機構に関わる分子や分子間相互作用も
かなり明らかにされてきたが，まだまだその
理解が不十分な為である。象牙質においては，
骨とは明らかに違うにも関わらず，構成成分
が類似していることもあり，骨と象牙質の違
いを明確に区別できていない。象牙芽細胞の
分化過程を整理すると，神経堤由来未分化間
葉細胞が基底膜に対し，一列配列することか
らその分化が始まる。また，面白いことに歯
の発生過程では，前エナメル芽細胞に一過性
に象牙基質蛋白の DSPP が発現することが知
られているが，その役割については不明であ
る。すなわち，象牙芽細胞が分化する過程に
は，基底膜，象牙質基質，エナメル基質等，
多くの細胞外基質との接触機会があるので
ある。 
 われわれは新奇遺伝子の同定や相互分子
解析に非常にパワフルな解析法であるバイ
オインフォマティカル解析手法を取り入れ，
その成果を挙げてきた。この度，歯，軟骨，
骨に特異的な分子として，Panx3 の同定にも
成功した。Panx3 は歯において前象牙芽細胞
に特異的に発現する分子であることが明ら
かとなった。これまで前象牙芽細胞を同定す
る分子がなかったが，歯における Panx3 の役
割を解明することによって，前象牙芽細胞の
役割解明に繋がっていくものと確信する。 
 飛躍的なブレークスルーの為には，歯の発

生メカニズムの地道な解析と，歯という特異
な視点にたった新たな切り口が必要と考え
た。 
 
２．研究の目的 
 Panx3 はコネキシンに次ぐ，第二のギャッ
プ結合蛋白のパネキシンファミリーに属す
るが，これまで歯，軟骨，骨に特異的なギャ
ップ結合蛋白の報告はなく，Panx3 は硬組織
形成において非常に重要な役割があるギャ
ップ結合蛋白であることが示唆された。軟骨
において，前肥大軟骨細胞が増殖と分化を制
御する細胞として非常に重要な役割である
ことが証明されているが，Panx3 が，前肥大
軟骨細胞に特異的に発現し，細胞内の ATP を
排出することによって，軟骨の増殖に重要な
役割を担うPTH/PTHrPシグナル伝達経路を抑
制し，分化を促進することが明らかとなった。
すなわち，Panx3 によって，軟骨細胞の増殖
と分化のスイッチが切り替わっていること
をこれまで明らかにした。そこで，本研究の
目的は歯の発生過程における象牙芽細胞に
おけるPanx3の役割解明を明らかにすること
を目的とした。 
 また，歯の発生に関わるこれまで明らかに
されていない分子群や疾患についても検討
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Panx3 過剰発現細胞株の作成 
 マウス歯乳頭細胞由来細胞株 mDP に
pEF1/Panx3 発現ベクターをリポフェクショ
ン法にて遺伝子導入し，過剰発現細胞株を作
成し，細胞増殖試験ならびに細胞周期制御因
子の発現をウエスタンブロッティング法に
て解析する。さらに，過剰発現細胞を用いて
BMP2 によって誘導される分化マーカーの発
現への影響を検討する。 
(2)内因性 Panx3 の発現抑制 
 siRNA 法ならびに Panx3 阻害合成ペプチド
を用いて，mDP 細胞あるいはヒト脱落乳歯歯
髄細胞より樹立した SDP11 細胞において，
Panx3 の機能阻害をした場合における細胞の
増殖や分化に関わるマーカーの発現につい
て検討を行う。 
(3)Panx3 と細胞内シグナル分子との関連 
 これまでに前象牙芽細胞に発現する Panx3
はヘミチャネルとして細胞内のATPを排出す
る機能を有していることを明らかにしてき
た。そこで，ATP 排出に関連した細胞内シグ
ナルと細胞増殖および細胞分化に関連する
細胞内シグナル伝達経路をsiRNA法の併用ま
たは阻害剤を処理することによってウエス
タンブロッティング法にて解析する。 
(4)Panx3 と基底膜分子との相互作用 
 象牙芽細胞は基底膜と接している前象牙
芽細胞のみが最終的に分化する。そこで，
Panx3 の発現細胞と基底膜の主要分子のラミ
ニンやその受容体との関連を明らかにする。 
(5)Panx3 を標的とした硬組織関連疾患にお
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を活性化するが，Smad
った。これらのことから，Panx3

BMP2/Smad経路の両方に作用する
経路自体は Smad 経路には影響を与

えないことが明らかとなり，
象牙芽細胞の増殖と分化の
な役割があるその分子制御機構の一部を明
らかにすることができた。 

前象牙芽細胞は増殖歯乳頭細胞の集団か
ら基底膜に沿って一列に配列した細胞が，基
底膜の消失とともに象牙芽細胞に分化する。

基底膜に沿った細胞とそのやや離れ
た位置に存在する細胞に発現がみられる。

をコーティングした
および DSPP の発現が上昇するこ

Panx3 を発現し，かつ基底膜と接触
することが象牙芽細胞へと最終分化するこ
とが示唆された。実際，象牙芽細胞の増殖の
停止にかかわる p21 は Panx3
底膜に沿った細胞にのみ発現がみられた。

ヒト骨肉腫由来細胞株Huo
は発現しており，その機能阻害を行ったとこ
ろ，破骨細胞誘導因子の RANKL
した。このことは Panx3 が腫瘍の増大に抑制
的な作用を有していることを示唆する結果

Panx3 の機能に着目した創薬の可能
性を示唆するものである。 
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