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研究成果の概要（和文）：　我々は歯の発生過程において、特に象牙質形成を担う象牙芽細胞の分化に関わる分子群の
同定を目的とし、バイオインフォマティカル解析手法を用いて遺伝子の同定を試みている。そこで、新奇細胞―細胞間
結合蛋白質であるパネキシン3が歯に強く発現していることを見出した。実際、マウス歯胚におけるパネキシン3の発現
をin situ hybridization法や免疫組織学的に検討を行ったところ、象牙芽細胞、特に前象牙細胞に強く発現していた
。さらにパネキシン3の機能を明らかにするために、歯乳頭由来細胞株mDP細胞を用いて解析を進めたところ細胞内のAT
P-AMPKシグナル伝達経路を制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： In this project, we had performed bioinformatical analysis to find the responsibl
e gene which regulate odontoblast differentiation. We had found that pannexin3, a new member of gap juncti
on protein,  pannexin family, was preferentially expressed in tooth cDNA library. In fact, in situ hybridi
zation and immunostaining revealed that pannexin3 was expressed in preoodontoblast layer. To analyze the f
unction of pannexin3 in odontoblast, mDP cell, a mouse dental papilla derived cell line, was used in this 
study. We found that pannexin3 regulate cell proliferation and differentiation by releasing intracellular 
ATP and activating AMPK signaling.      
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１．研究開始当初の背景 
  
 口腔組織を中心とした再生研究は、多くの
意味合いから注目を集めている。１つは歯や
唾液腺は上皮—間葉組織の相互作用により生
じる器官であり、同様な発生過程を経る毛、
肺、腎臓などの様々な組織発生メカニズムの
理解に繋がるのみならず、これら組織の再生
に直接応用できる技術となりうるからであ
る。もう１つは再生医療に用いる幹細胞の供
給源として、乳歯の中に存在する歯髄幹細胞
が注目されている。歯髄中には従来より幹細
胞の存在が注目されており、骨髄や臍帯血に
次ぐ幹細胞の供給源として期待されている。
乳歯の場合は、永久歯との交換時期に細胞を
得ることができ、他の幹細胞と比較して、非
侵襲的であること、また、ほぼすべてのヒト
を対象とできることなど、多くのメリットを
有する。また、近年注目されている iPS 細胞
は、皮膚の線維芽細胞から４つの遺伝子を導
入することで作成できる万能細胞として期
待されているが、分化した細胞からの iPS 化
は、その確率が著しく低いことが知られてい
る。しかしながら歯髄細胞を用いたiPS化は、
他の組織細胞と比較して高率に行えること
が分かり、単なる歯髄幹細胞の供給源のみな
らず、iPS 細胞の作成に適した細胞の供給源
として重要であるといえる。また、口腔粘膜
細胞中に存在する上皮系の幹細胞は角膜の
再生に有効であることがわかり、口腔組織は、
全身の組織再生に利用あるいは応用可能な
幹細胞研究の宝庫といえよう。このような観
点から、小児歯科領域あるいは矯正治療で抜
歯した歯の利用は、歯科医療の領域拡大の為
のブレイクスルーとなる可能性を秘めてい
るといえる。 
 口腔組織の利用には、上述のさまざまな可
能性を秘めているが、なぜ歯髄細胞には未分
化な細胞集団が多く含まれ、それが生体内で
どのように利用されているのか。歯の発生過
程において、その分化に関わる細胞集団が、
どのように最終形態を有する細胞（例えばエ
ナメル芽細胞や象牙芽細胞等）へと変ってい
くのか、そのメカニズムを詳細に解明し理解
していくことで、歯由来細胞の分化メカニズ
ムの理解や、これら細胞の再生医療への応用
へ貢献できるものと考えられる。 
 従来より、我々の研究グループでは、歯の
発生過程において重要な分子をスクリーニ
ングおこなうことで、個々の細胞分化や歯の
形態形成に関わる分子機能の解明を試みて
きた。エナメル芽細胞に特異的に発現するエ
ナメル基質のひとつアメロブラスチンが、エ
ナメル芽細胞の極性決定と、分化の維持に重
要であることを明らかにした（Fukumoto S et 
al. J Cell Biol 2004）。また、このアメロ
ブラスチンの転写制御因子としてエピプロ
フィン/SP6 を同定し（Nakamura T et al. J 
Biol Chem 2004）、本遺伝子の欠損マウスが
エナメル質を欠失した多数の歯を有するこ

とを明らかにした（Nakamura T et al. J Biol 
Chem 2008）。さらにアメロブラスチンの発
現制御に関わる神経成長因子を明らかにし
（Yoshizaki K et al. J Biol Chem 2008）、
アメロブラスチンが歯原性腫瘍の原因遺伝
子の可能性と、ヒトのエナメル芽細胞の増殖
制御に応用可能であることを示した（Sonoda 
S, Iwamoto T et al. J Biol Chem 2009）。
このように、組織特異的分子の同定が、歯の
発生及び病体のメカニズムの解明に有効な
手段であることが分かった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、従来より行ってきた歯特異的
分子のスクリーニングと、その機能解析を行
うことを目的とした。我々は歯胚発生に関与
する各種因子の位置づけの解明をする為に
歯の遺伝子ライブラリーの作成を行い、この
遺伝子ライブラリー情報を基に、バイオイン
フォマティカル解析手法を用いた。 
 今回、バイオインフォマティカル解析から、
我々は新奇のギャップ結合蛋白として
pannexin3(Panx3)が、歯原性間葉細胞から象
牙芽細胞に分化する過程において、前象牙芽
細胞に特異的に発現していることを見いだ
した。そこで我々は、この Panx3 が、歯髄幹
細胞から象牙芽細胞の分化過程を規程する
分子であると予想し、本分子の象牙芽細胞分
化過程における役割を明らかにすることを
目的とした。 
  
３．研究の方法 
 
（１）Panx3 の歯胚における発現の検討 
  出生直後のマウス歯胚の凍結切片を作成
し、抗 Panx3 特異抗体を用いて、免疫組織学
的検討を行った。 
（２）マウス歯乳頭細胞由来細胞株 mDP にお
ける機能解析 
 象牙芽細胞におけるPanx3の機能解析をす
るためにマウス歯乳頭由来細胞株 mDP6 細胞
を用いた。mDP細胞の分化にはBMP2を用いた。 
（３）Panx3 過剰発現細胞株の作成 
 pEF1 プロモーターおよび V5、His タグが付
与されたベクターに Panx3 CDS をサブクリー
ニングし、Panx3 発現ベクターを作成した。
遺伝子導入には、Amaxa のエレクトロポレー
ション法を採用した。コントロールには
empty ベクターを用いた。 
（４）内因性 Panx3 の発現抑制 
 内因性 Panx3の発現の抑制する為に、siRNA
法を用いた。4 種類の異なる siRNA 配列を準
備し、RNAi max を用いたリポフェクション法
にて、細胞内へ導入し、RT-PCR 法およびウエ
スタンブロッティング法にて抑制効率を検
討した。 
（５）ATP 排出測定 
 細胞培養上清に排出されたATPをルシフェ
リン法を用いて定量を行った。 



（６）細胞内シグナル伝達経路の解析
 それぞれの特異抗体を用いてウェスタン
ブロッティング法を用いて解析した。
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