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研究成果の概要（和文）：　歯の発生過程は大きく分けて2種類の異なる起源の細胞である歯原性上皮細胞と歯原性間
葉細胞が関わっている。この2種類の細胞による歯の構築過程は上皮ー間葉の相互作用と呼ばれ，お互いで協調し合う
ことによって厳密な制御機構が働いていると考えられている。しなしながら，そのメカニズムについては不明な点が多
い。われわれはバイオインフォマティカル解析を行い歯に特異的に発現する分子の同定を行っいる。この度，エクソソ
ームの主要構成成分であるテトラスパニンファミリーに属するCd9が歯の発生過程で強く発現していることを見出し，
歯の発生過程でエクソソームが上皮ー間葉相互作用の情報伝達に重要な役割があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The process of tooth development is involved in two kinds of cell types, dental 
epithelial cells and dental mesenchymal cells. Those cells interacted with each other, which is called 
epithelial-meshenchyamal interactions. However, its mechanisms sill unclear. Here we are trying to find 
the gene that regulate in this process. we found that Cd9, a major component of exosome, is highly 
expressed in tooth. It is suggested that Cd9 play a role in epithelial-meshencymal interaction in tooth 
development.

研究分野： 小児歯科学分野

キーワード： 歯原性上皮細胞　エクソソーム　Cd9
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１．研究開始当初の背景 
 
 iPS 細胞の発見によって再生医療への国
民の期待は加速度的に高まっており、歯科
においても歯そのものを再生させる医療技
術の開発に大きな関心が寄せられている。  
歯は口腔上皮細胞のある特定の領域の細胞
が、歯原性細胞へと分化し、その発生が始
まるが、この口腔上皮細胞から歯原性上皮
細胞へと変わる分子制御学的機構について
は、ほとんど明らかにされていない。また，
歯はその歯原性上皮細胞とそれに接して存
在する歯原性間葉細胞との相互作用によっ
て営まれるがその分子制御機構についても
不明な点が多い。 
 CD9は分子量24kDa単鎖糖タンパクで、
テトラスパニンスーパーファミリーに属す
る。テトラスパニンは生体内に広く存在し、
膜４回貫通型タンパク質で、生体内におけ
る機能解析は不明な点が多く存在している
が、テトラスパニンが他のタンパク質と会
合して複合体を形成することによって、細
胞間の接着やシグナル伝達、細胞の運動に
関与しているとして注目されている。また
近年は細胞間情報伝達物質として注目され
ているエクソソームの主要構成成分である
ことが知られるようになってきた。 
 われわれは、バイオインフォマティカル
解析法を用いて、歯の発生過程に発現する
遺伝子の網羅的解析と個別の分子の機能解
析を行っている。その中で CD9 が有意に
歯の発生過程で発現することを見出した。
これまで歯の発生過程における CD9 をは
じめとしたテトラスパニンファミリーの発
現および役割は明らかにされていない。さ
らに近年、細胞が分化成熟していく過程に
おいて、細胞—細胞間の相互作用は不可欠で
あり、歯の発生過程も同様であり、とくに、
歯の発生過程においては、上皮—間葉相互作
用が重要とされている。これまでの細胞間
のシグナル伝達機構としては、表面蛋白を
介する経路や、サイトカイン、成長因子と
いった分泌蛋白を介した伝達機構が活発に
研究されてきた。ところが、近年、マクロ
ファージや樹状細胞などの免疫細胞や癌細
胞をはじめ多くの細胞がエクソソームと呼
ば れ る 脂 質 二 重 膜 で 囲 ま れ た 直 径
30-100nm の小型膜小胞を放出し、遠く離
れた細胞に対して情報伝達をしているとし
て注目されている。また、エクソソーム内
には分泌細胞由来の蛋白や mRNA、micro 
RNA が存在することが明らかとなり、細
胞間の遺伝情報伝達にも関与している可能
性が示唆されている細胞間の情報伝達機構
として、細胞から分泌される小型膜小胞の
エクソソームが注目を浴びており、CD9 を
始めとしたテトラスパニンファアミリーは、
エクソソームの主要構成成分として機能し
ていることが報告されてきた。このような
背景から、歯の発生過程においても、同様

にテトラスパニンファミリーおよびエクソ
ソームが重要な役割を担っていると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、歯の発生過程におけるテトラ
スパニンファミリーの発現を明らかにし，さ
らにはエクソソームを利用した歯原性細胞
分化機構の解明とこれを応用した分化誘導
法の開発を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)Expressed Sequence Tag (EST) database
解析：各組織間における Cd9遺伝子の発現量
を比較する為に，EST の発現量を 100 万個の
転写産物あたりの個数（tpm; transcript per 
million）で分析を行う。 
 
(2)マウスの各臓器におけるテトラスパニン
ファミリーの遺伝発現解析：出生後（P）1齢
マウスより歯を含む各臓器（肺，腎臓，肝臓，
脳）を摘出し，mRNA を抽出した。テトラスパ
ニンファミリー（Cd9，Cd81，Cd82，Cd151，
Tspan82）のそれぞれの特異的プライマーを
用いて，RT-PCR 法にて発現解析を行う。 
 
(3)歯の発生段階における Cd9 mRNA の発現解
析：マウス歯胚発生過程における発現を明ら
かにするために，胎生（E）13.5，14.5，15.5，
16.5，17.5 日の各段階の歯胚を摘出し，mRNA
を抽出し，RT-PCR 法にて Cd9遺伝子の発現を
解析する。 
 
(4)歯胚における Cd9 の局在解析：歯の発生
過程におけるCd9蛋白の発現および局在を明
らかにするために，発生段階（胎生 12.5 日，
14.5 日，P１のマウス胎児の歯胚切片を準備
し，免疫組織学的検討を行う。 
 
(5)歯原性上皮細胞株における Cd9 の発現解
析：歯原性上皮細胞の分化における Cd9 の役
割を明らかにするために，歯原性上皮細胞
SF2 を用いた。SF2 細胞は，神経栄養因子-4
（NT-4）で刺激することによって，歯原性上
皮細胞の分化マーカーのひとつであるアメ
ロブラスチン（Ambn）を発現し，その分化が
促進される。そこで，SF2 細胞を NT-4 の存在
下で 48 時間培養した後に RNA を回収し，
RT-PCR 法（A）および Real time RT-PCR 法（B）
を用いて，テトラスパニンファミリー遺伝子
の発現を解析する。 
 
(6)エクソソームの抽出と解析：歯原性上皮
細胞株および歯原性間葉細胞株のそれぞれ
の細胞培養上清から、Total Exosome RNA and 
Protein Isolation kit または ExoQuick を用
いてエクソソームの抽出、精製を行う。発生
段階の細胞および歯原性細胞より抽出した
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