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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで困難であったエナメル芽細胞の効率的な単離方法を確立させ、歯の発生
過程におけるエナメル芽細胞の遺伝子発現ならびにその分化制御に関する基盤的情報を得ることを目的に、胎生マウス
から歯胚を摘出後、エナメル芽細胞を含む細胞群を分離・回収した。各歯胚をメス等を用いて細断後、コラゲナーゼ等
を用いて、エナメル芽細胞を含む細胞群を分離・回収した。フローサイトメトリーを実施するにあたり、歯胚から分離
・回収した細胞群は、可能な限り単一細胞に分離させておく必要があるため、各試薬を用いて分離・回収した細胞群に
おいて、少ないサンプルからより多くのエナメル芽細胞を効率的に取り出すための条件設定を探索した。

研究成果の概要（英文）：It has been impossible to reproduce tooth enamel when it was destroyed by caries. 
The standard treatment for a cavity is to fill the tooth by using restorative materials. Therefore, it 
has been expected that the elucidation of the differentiation and maturity of ameloblast to form enamel, 
and the mechanism to produce the substrate. However, it has been difficult to gather ameloblast from the 
dental germ in the developmental process. This study investigated a new technique to gather ameloblast 
effectively from a dental germ.

研究分野：医歯薬学

キーワード： エナメル芽細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

エナメル質は、歯を構成する生体内で最も

硬い組織であり、人が食生活を営む上で重要

な役割を果たす。これまで、エナメル質は一

旦齲蝕等で破壊されると再生することは不

可能であり、人工物による修復治療しか行え

なかった。そのため、エナメル質を形成する

エナメル芽細胞の分化・成熟およびその基質

産生メカニズムの解明が望まれてきた。 

歯のエナメル質を作るエナメル芽細胞は、

歯の萌出後消失するため、胎生期の歯胚を用

いて解析する必要がある。しかし、発生期の

歯胚は上皮間葉相互作用により異なる由来

の細胞が多種混在しており、これまでの技術

ではエナメル芽細胞を採取し解析すること

は困難であった。そのため、エナメル芽細胞

の発生分化過程における遺伝子発現情報は

他種細胞と比較し著しく乏しく、その分化・

成熟機能や動静、ならびにエナメル基質産生

メカニズムは未だ解明されていない。 

これまでに、凍結組織切片や少量の組織か

らレーザーマイクロダイゼクションを用い

て物理的にエナメル芽細胞を単離する方法

や、選択培地で選択培養する方法等が試みら

れてきたが、発生過程にある新鮮な歯胚から

直接大量のエナメル芽細胞を採取する方法

は確立されていない。 

申請者の研究室ではこれまで、歯の発生の

分子メカニズムに関する研究を継続的に行

って来た。また申請者は、分化成熟過程の下

顎頭軟骨における遺伝子発現を、レーザーマ

イクロダイゼクションを用いて検討してき

た。 

一方、20 世紀半ば、特定の細胞だけを物理

的に分離、回収する技術としてフローサイト

メトリーが開発された。この技術は、近年飛

躍的に向上し、一般使用されるようになって

きた。申請者の研究室でも、これまでに歯髄

細胞や歯根膜細胞から表面抗原を用いて幹

細胞のソーティング抽出を行い、さまざまな

細胞種に分化誘導させることに成功してき

た。 

加えて、これまで生細胞は、細胞表面の特

定抗原しか蛍光標識することができなかっ

たが、近年 mRNA を直接蛍光標識できる

SmartFlare プローブが開発された。そこで今

回､このような技術とこれまでの研究成果を

併せて、エナメル芽細胞マーカーであるアメ

ロジェニン等の mRNA を直接蛍光ラベルし、

新鮮組織から生きたエナメル芽細胞のみを

効率的に採取するという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

（１）歯胚からエナメル芽細胞を効率的に

大量に単離する方法を確立する。 

 mRNA を直接標識できる SmartFlare プロ

ーブとフローサイトメトリーを利用し、発

生過程の歯胚からエナメル芽細胞の効率的

な単離方法を新たに確立させる。 

（２）エナメル芽細胞特異的に発現する遺

伝子ならびにそのオープンクロマチン領域

を同定する。 

 発生過程におけるエナメル芽細胞が特異

的に発現する遺伝子を同定する。同定した遺

伝子については、その経時的な発現量も明ら

かにする。さらに、エナメル芽細胞のオープ

ンクロマチン領域を同定し、発生期のエナメ

ル芽細胞の特性や歯の発生段階におけるエ

ピジエネティック制御の分子機構の検討を

行う。 

動物組織等から目的の細胞だけを直接回

収するためには、これまでレーザーマイクロ

ダイセクション法や組織培養法が試みられ

てきた。しかし、解析のための十分量を得る

には、多くのサンプルや膨大な作業時間が必

要であった。加えて、特定の細胞種における

特定の分化段階のサンプルのみを回収する

ことはほぼ不可能であった。 

本研究の学術的な特色は、エナメル芽細胞

の効率的な単離方法が確立されるだけでな



く、未だ解明されていない歯の発生過程にお

けるエナメル芽細胞の遺伝子発現を明らか

にする点にある。 

本研究の独創的な点は、今までこのような用

途に使用されてこなかったフローサイトメ

ーターおよびセルソーターを利用すること

により、新鮮組織から直接ターゲットとなる

エナメル芽細胞のみを効率的に単離すると

着想した点にある。 

本研究成果により、幹細胞や iPS 細胞から

分化・誘導したエナメル芽細胞を効率的に成

熟・増殖させることが可能となる。その結果、

エナメル質を大量に産生させたり、効率的に

石灰化させる方法の開発が期待され、エナメ

ル質再生における基盤的研究になると考え

られ、学術的に非常に意義が高い。さらに、

種々の細胞腫が混在している他臓器である

毛髪、腎臓、肝臓および膵臓等の組織からも、

特定のステージの特定の細胞のみを回収す

ることが可能となり、歯科領域を超えた幅広

い分野において臨床応用されることが期待

され、臨床的意義も非常に高い。 

 

３．研究の方法 

本研究は、これまで困難であったエナメル

芽細胞の効率的な単離方法を確立させ、歯の

発生過程におけるエナメル芽細胞の遺伝子

発現ならびその分化制御に関する基盤的情

報を得ることを目的に、以下の実験を行う。 

（１）胎生マウスから歯胚を摘出後、エナメ

ル芽細胞を含む細胞群を分離・回収する。少

ないサンプルからより多くのエナメル芽細

胞を取り出すための条件検討を行う。フロー

サイトメーターおよびセルソーターを用い

て、アメロジェニン mRNA の SmartFlare プロ

ーブで標識したエナメル芽細胞を単離する。 

①14 週、16週および 18 齢雌性 ICR 妊娠マウ

スを頸椎脱臼させ、腹腔から胎児を摘出する。

摘出したマウス胎児は速やかに断頭し、下顎

骨を分離する。その後、実体顕微鏡下にて、

35G 注射針等を用いて下顎臼歯歯胚を摘出す

る。 

②回収した各歯胚をメス等を用いて細断後、

ディスパーゼやコラゲナーゼ等を用いて、エ

ナメル芽細胞を含む細胞群を分離・回収する

（この段階ではエナメル芽細胞は他種の細

胞と混在した状態となる）。フローサイトメ

トリーを実施するにあたり、歯胚から分離・

回収した細胞群は、可能な限り単一細胞に分

離させておく必要がある。そのため、各試薬

を用いて分離・回収した細胞群において、さ

らに効率的な試薬濃度や反応時間を詳細に

検討し、少ないサンプルからより多くのエナ

メル芽細胞を効率的に取り出すための条件

設定を行う。 

③目的遺伝子の mRNA に結合するプローブを

作成するためには、システム上目的遺伝子が

恒常的に発現する細胞株が必要である。この

ため、まずエナメル芽細胞マーカーであるア

メロジェニン遺伝子をマウス mRNA ライブラ

リからクローニングし、哺乳動物用ベクター

に組み、マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3 にト

ランスフェクションさせる。その後、選択培

地を用いて長期培養し、恒常的にアメロジェ

ニン遺伝子を強制発現する細胞株を作製す

る。この細胞株を用いて SmartFlare プロー

ブを作製した後、臼歯歯胚から分離した細胞

群に反応させ、コンフォーカル顕微鏡を用い

て標識の有無を確認する。また、フローサイ

トメーターとセルソーターによる細胞単離

の指標とするため、その結合率も測定する。 

（２）単離したエナメル芽細胞からtotal RNA

および DNA を回収し、マイクロアレイ法によ

る遺伝子発現解析ならびに Chip シーケンス

法によるエピゲノム解析を行う。 

 

４．研究成果 

（１）胎生マウス歯胚からエナメル芽細胞の

単離条件を検索した。 

①胎生 14 週、16 週および 18 齢 ICR マウス下



顎骨を分離した後、下顎臼歯歯胚のみ摘出し

た。 

②メス等を用いて細断後、ディスパーゼやコ

ラゲナーゼ等を用いて、エナメル芽細胞を含

む細胞群を分離・回収した。 

③まず、分離・回収したマウスの歯胚細胞に、

Smartflare RNA検出プローブのコントロール

である SmartFlare Uptake が取り込まれるこ

とを確認した。 

 
条件として、回収したマウス歯胚は非常に小

さいため、フローサイトメトリーを実施する

ためには、妊娠マウス 2匹程度必要であるこ

とを確認した。 

次に、エナメル芽細胞マーカーであるアメ

ロジェニン遺伝子をマウス mRNA ライブラリ

からクローニングし、SmartFlare プローブの

作成し、哺乳動物用ベクターに組んだ。 

 また、同時にマウス骨芽細胞様細胞株

MC3T3 にトランスフェクションさせるための

選択培地を作製した。恒常的にアメロジェニ

ン遺伝子を強制発現する細胞株を作製する

必要がある。 

（２）単離したエナメル芽細胞からの total 

RNA および DNA を回収し、マイクロアレイ法

による遺伝子発現解析ならびに Chip シーケ

ンス法によるエピゲノム解析は、実験の進行

が遅れているため、今後継続して実施する。 
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