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研究成果の概要（和文）：我々は、マウス胚性幹細胞株から象牙芽細胞特異的遺伝子Dsppやエナメル芽細胞特異
的遺伝子Amelxの発現を誘導できる培養系を確立した。培養系で象牙芽細胞やエナメル芽細胞が誘導されている
かを明らかにするために象牙芽細胞を緑色蛍光、エナメル芽細胞を赤色蛍光で検出できるマウスを作成し、象牙
芽細胞及びエナメル芽細胞が蛍光標識できることを確認した。エナメル芽細胞及び象牙芽細胞を蛍光検出できる
胚性幹細胞株を用いて試験管内で象牙芽細胞とエナメル芽細胞の誘導を試みたが、同定には至っていない。胚性
幹細胞株と正常マウス歯上皮や歯間葉細胞を混合し、歯胚形成における胚性幹細胞由来の蛍光細胞の歯への寄与
を検討している。

研究成果の概要（英文）：By using mouse embryonic stem cells, we found that cells from ES cell 
culture expressed Dspp or Amelx. To investigate if Dspp-expressing odontoblasts or Amelx-expressing 
ameloblasts were induced from ESCs in this culture, we had established Amelx-TdTomato Knock In 
(Amelx TdTomato/+) mice and Dspp-GFP knock In (Dspp GFP/+) mice to identify ameloblasts and 
odontoblasts as TdTomato-expressing cells, and GFP-expressing cells, respectively. Using these mice,
 we found that TdTomato and GFP were strongly expressed on ameloblasts and odontoblasts, 
respectively. Furthermore, we had established ES cell lines from these transgenic mice. Although we 
tried to induce GFP-expressing odontoblast and TdTomato-expressing ameloblasts from ESC cultures, we
 had not identified odontoblasts and ameloblasts from ESCs. Using cells from embryonic stem cells 
with dental epithelium and dental mesenchyme of wild-type embryos and try to examine the 
contribution of cells from ESCs to tooth formation. 

研究分野：歯の発生、器官形成

キーワード： 神経堤細胞　象牙芽細胞　エナメル芽細胞　胚性幹細胞　歯の器官形成　蛍光標識
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、マウス胚性幹細胞株から歯の構成細胞の効率的誘導及び歯の器官形成を目的とし、象牙芽細胞を緑色蛍
光でエナメル芽細胞を赤色蛍光で検出できるマウス及び胚性幹細胞株を作成した。我々は初めて象牙芽細胞とエ
ナメル芽細胞を別蛍光で同一個体で検出できる系を確立し、これらを用いて試験管内及び生体内で歯の構成細胞
がどのような性質を持ち、どのように歯の器官形成に寄与するかを検討しており、その学術的意義は高い。近
年、再生医療の進歩は目ざましいが歯の再生の実用化は進んでいない。義歯、インプラントに加えて歯の再生医
療という新たな選択肢が増えることは口腔の機能保全というニーズに大きく関わっており、社会的意義が高い。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯の形成は神経堤由来の歯間葉と歯上皮との相互作用により進行し、歯間葉は主に象牙芽細胞

に歯上皮はエナメル芽細胞に分化する。歯の発生に深く関わる頭部神経堤細胞は骨や象牙芽細

胞等への分化能を持ち、歯間葉細胞は象牙芽細胞のみならず骨、軟骨、脂肪にも分化できる。

本研究では、象牙芽細胞特異的遺伝子 Dentin sialophosphoprotein (Dspp)とエナメル芽細胞特

異的遺伝子 Amelogenin(Amelx)の発現に焦点を置いた。我々は Dspp 遺伝子の制御領域を単離

し、LacZ を連結したマウスを作成し、前歯・臼歯の象牙芽細胞が LacZ を特異的に発現する事

を示した。両遺伝子の破壊マウスは、象牙質形成不全、エナメル質形成不全を示し

(Sreenath,JBC;2003, Gibson,JBC;2001)、両遺伝子の発現の検出は象牙芽細胞やエナメル芽細胞

の有効なマーカーとなる可能性が高い。しかし、これらのマウスでは蛍光蛋白の挿入がないこ

とから、両遺伝子の発現を簡単に検出する事はできない。従って、象牙芽細胞とエナメル芽細

胞を別蛍光で検出できるマウスを作成し、両遺伝子の発現を簡単に同定・検出できる系を確立

することは大変有意義である。近年、マウス胚性幹細胞株から象牙芽細胞様細胞の誘導の報告

がある(Kawai,Oral Dis;2014)が、これらの細胞が生体で象牙芽細胞に分化し、象牙質に寄与で

きるかは不明である。また、マウス iPS 細胞からエナメル芽細胞誘導の報告がある（Arakaki,JBC, 

2012）が、象牙芽細胞の誘導は報告されていない。 

 

２．研究の目的 

歯の形成は、上皮・間葉の相互作用により進行し、歯上皮はエナメル芽細胞に、歯間葉（神経堤

細胞）は象牙芽細胞に分化する。我々は、神経堤由来細胞を蛍光標識出来る胚性幹細胞株を作製

し、神経堤細胞を介したDentin sialophosphoprotein(Dspp)陽性の象牙芽様細胞の培養系を確立

した。本培養系にて、エナメル蛋白であるAmelogenine(Amelx)遺伝子の発現も確認した。そこ

で、象牙芽細胞が上皮細胞やエナメル芽細胞とどのように関わり、分化が進行するかを神経堤細

胞と上皮細胞を蛍光標識出来る胚性幹細胞株及びマウス歯胚を用いて明らかにし、試験管内誘導

系と歯胚の分化過程を比較検討することである。また、神経堤細胞と上皮細胞を蛍光標識出来る

胚性幹細胞株と歯胚を用いて胚性幹細胞由来の細胞が歯牙形成に寄与できるかを確認すること

である。 

 
３．研究の方法 

（１）象牙芽細胞及びエナメル芽細胞の検出について 

①象牙芽細胞は神経堤細胞に由来し、特異的遺伝子 Dspp を発現する事が知られる。そこで、

象牙芽細胞の検出として神経堤由来細胞を検出する事、Dspp 遺伝子座に GFP を挿入し、Dspp

遺伝子の発現を蛍光で検出できるマウスを作成し、そのマウスから胚性幹細胞株を作成し、実

験に用いた。 

②エナメル芽細胞は上皮細胞に由来し、特異的遺伝子 Amelx を発現する事が知られる。そこで、

エナメル芽細胞の検出として上皮由来細胞を検出する事、Amelx 遺伝子座に別蛍光蛋白の

TdTomato を挿入し、Amelx 遺伝子の発現を蛍光で検出できるマウスを作成し、そのマウスか

ら胚性幹細胞株を作成し、実験に用いた。 

③象牙芽細胞とエナメル芽細胞を同一個体で別蛍光で検出することを目的に、象牙芽細胞及び

エナメル芽細胞を蛍光標識できるマウスを交配し、二重遺伝子組み換えマウスを作成した。こ

れらのマウスを用いて、歯胚・歯髄、器官培養にて象牙芽細胞及びエナメル芽細胞を蛍光蛋白

で検出可能かを検討した。 

④胚性幹細胞を用いて、試験管内で BMP4 等の因子を添加し、２週間程培養し、様々な酵素を

用いて単一細胞化し、RNA 解析、フローサイトメトリー解析を行った。 

 

４．研究成果 
①我々は、マウス胚性幹細胞株から Dspp, 
Amelx mRNA の発現を指標に象牙芽細胞、エナ
メル芽細胞様の細胞の試験管内誘導に成功
した（図 1）。また、間葉系遺伝子である２型
コラーゲンや OCN 等の発現が認められ、硬組
織が誘導されている事、cytokeratin の発現
から、間葉系に加えて上皮系の細胞も誘導さ
れている事が示された。 
②我々は象牙芽細胞を蛍光で検出するため
に、象牙芽細胞特異的な遺伝子 Dspp の遺伝
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図1神経堤細胞を蛍光標識出来る胚性幹細胞から
象牙芽・エナメル芽細胞の分化誘導



子座に緑色蛍光蛋白 GFP を挿入したマウス
(Dspp-GFP) 、エナメル芽細胞を蛍光で検出
するために、エナメル芽細胞特異的な遺伝子
Amelogenin の遺伝子座に赤色蛍光タンパク
TdTomato を挿入した Amelx-TdTomato マウス
を作成した（図２）。本マウスでは確かに、
エナメル芽細胞が TdTomato 陽性、象牙芽細
胞が GFP 陽性である事がわかった（図３）。 
③象牙芽細胞とエナメル芽細胞を同時に別
蛍光で検出する目的で、(Dspp-GFP)マウスと
(Amelx-TdTomato)マウスを交配し、二重遺伝
子改変マウスを樹立した。 
④Dspp-GFP/+マウス及びAmelx-TdTomatoマウスの象牙芽細胞
やエナメル芽細胞が蛍光陽性である事を歯胚細胞を用いたフ
ローサイトメトリー解析にて、GFP 陽性細胞及び Tdtomato 陽
性細胞が単離出来ることも明らかにした。 
⑤現在、二重遺伝子改変マウス Dspp-GFP/GFP;Amelx-TdTomato
マウスから、象牙芽細胞とエナメル芽細胞を試験管内で二重
標識できる胚性幹細胞株の樹立を行っている。 
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