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研究成果の概要（和文）：　歯は上皮－間葉相互作用によって形成される器官であり、その発生において神経堤
由来間葉細胞が重要な役割を果たしていることが知られている。今回の研究で、歯原性間葉細胞に特異的に発現
する２つの遺伝子を同定した。これらの遺伝子は歯の発生初期である胎生１３日齢 (E13)からE16に強く発現
し、歯の発生が進むにつれて発現量が減弱することが判明した。さらに、これらの遺伝子を歯原性間葉細胞株に
遺伝子導入しE14歯胚の上皮細胞と相互作用させたところ、上皮の間葉細胞への陥入が認められた。以上の結果
から、これらの遺伝子は歯の形成に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tooth morphogenesis is initiated by epithelial-mesenchymal interaction, and 
the neural crest-derived mesenchymal cells play an important role in tooth development. In this 
study, we identified two genes, which were specifically expressed in mesenchymal cells in tooth 
development. These genes were strongly expressed in E13-E16 tooth germ, which is the morphogenesis 
stage of tooth development, and the expression level was declined in the differentiation stage. 
Furthermore, we identified that dental mesenchymal cells transfected with identified genes were 
critical for epithelial-mesenchymal interaction. These results suggest that the identified genes may
 play important roles in tooth morphogenesis.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
	 歯は上皮−間葉相互作用によって形成され

る器官であり、その発生において頭部神経堤

細胞が重要な役割を果たしていることが知

られている。近年、歯の組織工学的研究がな

され、胎生 14日齢 (E14)の歯の細胞を用いて

歯胚の再構築が可能であることが示された。

これはある程度分化の方向を決めることが

できれば当初難しいとされていた歯胚形成

は可能であることを示している。しかしなが

ら歯の再生の臨床応用を考えると、その細胞

源を胎仔の歯胚から持ってくることは不可

能である。そこで細胞源としていわゆる“歯を

作る細胞”の探索が必要である。 

 
２．研究の目的 
	 神経管形成に伴い、神経管が閉塞すると同

時に神経堤細胞が遊走する。これらの細胞が

歯胚形成位置まで遊走し、上皮—間葉相互作

用を通じて器官を形成する。つまり、遊走神

経堤細胞は将来形成される器官が運命づけ

られていると考えられる。そこで本研究では、

神経堤由来間葉系幹細胞に特異的に発現す

る遺伝子を検索することで、将来の歯の再生

法における細胞源を確立することを目的と

する。 

 
３．研究の方法 
(1)	E8.5のマウス胚から第一鰓弓を含む神経

管を摘出し、器官培養法を用いて培養を行っ

た。その際、神経管近傍部位に DiI を注入し、

2 日間培養することで細胞追跡を行った。	

	

(2)	E14 マウス歯胚を摘出し、実体顕微鏡下

にて歯原性上皮細胞と歯原性間葉細胞に分

離した。歯原性間葉細胞と周囲の間葉細胞の

total	mRNA を抽出し、マイクロアレイ法を用

いて網羅的検索を行った。	

	

(3)	マイクロアレイ法により検索した遺伝

子の歯の発生における発現パターンを

RT-qPCR法を用いて検討した。さらに歯原性

間葉細胞に候補遺伝子を遺伝子導入し、E14

マウス歯胚より摘出した歯原性上皮細胞と

相互作用させることで、上皮−間葉相互作用

の有無を検討した。	

	

４．研究成果	

(1)	器官培養法を用いた神経管近傍の神経

堤細胞の細胞追跡	

 神経管近傍の神経堤細胞の下顎への遊走を

確認するため、第一鰓弓を含む神経管の器官

培養を行った。神経管近傍に DiI を注入し、

蛍光顕微鏡にて観察すると、細胞群が第一鰓

弓へと遊走している様子が観察された(図)。

これら細胞群を取り出し、細胞培養を試みた

が、細胞数が少ないこと、培養皿への生着が

難しいことからマイクロアレイ法を用いた

網羅的解析を行えるだけの細胞を得ること

ができなかった。そこで、比較的豊富に細胞

を採取できる歯原性間葉細胞を用いて、歯の

形成に重要な遺伝子のスクリーニングを行

うこととした。	

	

(2)	歯原性間葉細胞に着目した歯の発生に

関わる遺伝子の網羅的検索	

	 E14 マウス臼歯歯胚の陥入上皮直下にある

歯原性間葉細胞を取り除き器官培養を行う

と歯胚形成が抑制された。そこで、歯原性間

葉細胞と周辺の間葉細胞とをマイクロアレ

イ法にて比較し、歯胚形成に重要な遺伝子の

スクリーニングを試みた。歯原性間葉細胞に

強く発現する遺伝子群を、バイオインフォマ

ティックス解析による絞り込みを行い、13個

の遺伝子を同定した。 



	

(3)	候補遺伝子の機能解析	

	 上記で得られた 13 個の候補遺伝子をもち

いてさらなるスクリーニングを行った。E14

歯胚を上皮と間葉に分け、RT-qPCR法を用い

て、間葉に発現する遺伝子を検索したところ、

4 つの遺伝子が歯の間葉細胞に強く発現する

ことが判明した。さらに候補遺伝子の歯の発

生における発現パターンを解明するため、

E14 から P3 までの歯胚を摘出し、RT-qPCR

法にて確認した。4 つの候補遺伝子はすべて

歯の形態形成期である E13-E16に強く発現し、

発生が進むにつれて、発現量が減弱していく

ことが判明した。 

	 以上の結果から 4つの候補遺伝子は歯の形

態形成期の歯原性間葉細胞に強く発現し、歯

の形態形成に重要な役割を担っている可能

性が示された。そこで、上皮−間葉相互作用

に与える影響を確認するために、それぞれの

遺伝子の発現ベクターを作製し、検討を行っ

た。４つの候補遺伝子を歯原性間葉細胞株に

エレクトロポレーション法を用いて遺伝子

導入した。細胞を播種後、E14 歯胚より摘出

した上皮を間葉細胞上に乗せ、上皮−間葉相

互作用を検討した。7 日間培養後、上皮細胞

を Keratin 14で、間葉細胞を Vimentinで 2重

染色したところ、2 つの遺伝子において、上

皮細胞の間葉細胞への陥入が認められた。こ

れらの細胞を 3 次元培養系に移行し、7 日間

培養したところ、エナメル芽細胞分化マーカ

ーである Ameloblastinの発現が上昇した。 

	 以上の結果から、歯の発生に重要と考えら

れる 2つの候補遺伝子の同定に成功した。今

後はこれらの遺伝子を用いて歯の再生法へ

の応用を検討する予定である。 
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