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研究成果の概要（和文）：　 歯、肺、唾液腺、腎臓および毛など様々な器官は上皮－間葉相互作用によって形
成されることが知られている。これらの器官は発生初期において、上皮細胞が間葉細胞に陥入するという共通の
様式をたどるが、その後の分化課程において特異的な因子が関与することで器官の運命決定がなされていると考
えられる。本研究では、歯から毛が生じる遺伝子欠損マウスモデルを用いて、細胞運命転換が起こるメカニズム
の解析を行った。さらに同モデルマウスはエナメル質形成不全症を呈しており、本研究により歯から毛への運命
転換が可能である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal interaction plays critical roles for the development 
of organs such as tooth, lung, salivary gland, kidney and hair. During this process, epithelial 
thickening and budding into mesenchyme are common phenomenon, while the decision of cell fate is 
made by the specific transcriptional controls of individual organs. In this study, we analyzed the 
mechanisms of cell fate conversion using mouse model, which generates ectopic hair in tooth. This 
mouse model also showed enamel hypoplasia in tooth, indicating that the capability of dental cell 
fate transition into hair cells.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
	 歯は肺、唾液腺、腎臓および毛などの器官
と同様に、上皮-間葉相互作用によって形成さ
れることが知られている。歯の発生は、胎生
期に上皮細胞の肥厚により始まり、上皮細胞
が間葉細胞に陥入することで歯の形態形成
が開始される。この際、上皮細胞と間葉細胞
が相互に影響することで厳密な形態形成制
御がなされている。上皮細胞は、外エナメル
上皮、星状網細胞、中間層細胞および内エナ
メル上皮に分化し、内エナメル上皮が将来エ
ナメル質を形成するエナメル芽細胞へと分
化する。一方、げっ歯類の切歯は生涯伸び続
けることが知られている。これはサービカル
ループと呼ばれる幹細胞の供給源が存在し
ているためで、そこから様々な上皮細胞に分
化しうる幹細胞が供給されるため、切歯が形
成され続ける。このように歯原性上皮幹細胞
が歯の発生に重要であることが判明してき
たが、歯原性上皮幹細胞の細胞運命決定機構
の詳細は未だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
	 これまでの研究で、転写調節因子 MED1
を上皮特異的に欠損させるとマウス切歯か
ら異所性に毛が生じることが判明した。この
知見は歯原性上皮幹細胞の多能性を示し、陥
入上皮細胞の運命決定は同遺伝子によって
調節されている可能性が考えられる。そこで
本研究では、同遺伝子の機能解析を通して、
歯原性上皮幹細胞の細胞運命決定機構の解
明を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(１) MED1遺伝子欠損マウス切歯より生じる
毛を、免疫染色法を用いて組織学的に解析し
た。また、胎生 14 日齢マウス切歯サービカ
ルループより採取した細胞から歯原性上皮
幹細胞株 CLDEを作成し、遺伝子導入を用い
て MED1の機能解析を行った。 
 
(２) MED1遺伝子欠損マウス臼歯を採取し、
組織学的に解析した。さらに走査型電子顕微
鏡 (SEM)を用いてエナメル質の表面性状を
解析した。また、免疫沈降法を用いて MED1
と Notch1の結合を確認した。さらに、クロマ
チン免疫沈降法を用いて Alpl プロモーター
における MED1の結合を確認した。 
 
(３) qPCR 法を用いて基底膜分子ネフロネク
チン (Npnt)の歯の発生における発現パター
ンの解析を行った。また、器官培養法を用い
て Npnt の歯胚形成能に与える影響を解析し
た。さらに、 EGF-like repeat領域を欠損させ
た Npnt 発現ベクターを作成し、機能解析を
行った。 
 
４．研究成果	
(１) 転写調節因子 MED1 による細胞運命決
定制御機構の解明 

	 MED1遺伝子欠損マウスの切歯より毛が生
じる部位を組織学的に解析したところ、歯原
性上皮細胞のうち、中間層細胞が肥厚し、細
胞増殖能が亢進していた。そこで、歯原性上
皮幹細胞マーカーである Sox2 の発現を、免
疫染色法を用いて確認を行った。野生型マウ
スにおいては、サービカルループ近傍におい
て分化が進むと、Sox2陽性細胞が速やかに消
失するが、遺伝子欠損マウスにおいて、中間
層細胞に Sox2陽性細胞が残存しており、Sox2
陽性中間層細胞の細胞塊が認められた。以上
の結果から MED1 が幹細胞の維持に重要な
役割を果たしている可能性が考えられた。そ
こで、歯原性上皮細胞株CLDE細胞を樹立し、
研究を行った。CLDE細胞は Sox2陽性を示し、
Ca2+刺激により Sox2発現が消失し、分化する
ことが確認された。そこで、MED1 siRNAを
用いて MED1 の発現を抑制し、Sox2 陽性細
胞数を確認したところ、control群に Ca2+を添
加すると、Sox2陽性細胞が減少するのに対し、
MED1 siRNA遺伝子導入群では変化が認めら
れなかった。以上の結果から、MED1を欠損
させると、歯原性上皮幹細胞が幹細胞状態を
維持したまま中間層細胞になり、細胞塊を作
ることで異所性に毛が形成される可能性が
考えられた。 
 
(２) MED1によるエナメル質石灰化機構の解
明 
	 MED1遺伝子欠損マウスは切歯および臼歯
においてエナメル質形成不全症を呈してい
た。一方、臼歯においては毛の形成は認めら
れないことから、エナメル質形成における
MED1の影響を、臼歯を用いて解析した。組
織学的解析および SEM 解析により、MED1
遺伝子欠損マウス臼歯において、エナメル小
柱の形成不全が認められ、石灰化および結晶
化が不良である可能性が示唆された。さらに
qPCR 法を用いて遺伝子発現を確認したとこ
ろ、遺伝子欠損マウスにおいて、石灰化に関
わる Alplの発現が著しく減少していた。Alpl
は、歯の上皮細胞において中間層細胞に強く
発現していることから、MED1は中間層細胞
の分化に重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。さらに中間層細胞は Notchシ
グナリングの受容体である Notch1 を強く発
現しているため、同シグナリングとの関連を
解析したところ、MED1は切断型 Notch1と結
合し、Alplのプロモーター領域で発現制御を
行っている可能性を見出した。 
	  
(３) Sox2 を制御する基底膜分子ネフロネク
チン (Npnt)の同定および機能解明 
	 歯は上皮-間葉相互作用により形成される
が、上皮細胞と間葉細胞の間に介在する基底
膜がシグナルの受け渡しに重要な役割を果
たしていることが知られている。そこで歯の
発生時期に強く発現する基底膜分子をスク
リーニングしたところ、Npntを同定した。同
分子は EGF-like repeat 領域と RGD 領域を持



つ細胞外マトリックスで、歯の形態形成期で
ある胎生 13日齢 (E13)からE15に強く発現し
ていた。器官培養法を用いて歯の形態形成に
与える影響を確認したところ、siRNA Npnt
遺伝子導入群では優位に歯胚の大きさが減
少していた。さらに Npnt の機能解析を行っ
たところ、Npntの EGF-like repeat領域は Sox2
発現を減少させることで、歯原性幹細胞を内
エナメル上皮へと分化させる可能性が示唆
された。 
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