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研究成果の概要（和文）： 
歯根の形成は Hertwig 上皮鞘(HERS)の誘導によって進んでいくが、HERSの細胞動態については

未だ不明な点が多い。本研究課題では、上皮間葉転換（EMT）が HERSの断裂を引き起こすこと

を証明するために、われわれが歯冠形成期歯胚の観察に用いているリアルタイムイメージング

に改良を加え、HERS の動態を直接可視化する実験システムの構築をおこなうことを目的とした。

GFPマウスの歯胚組織を薄切培養し、HERS 形成をリアルタイムで観察する方法を確立した。こ

の実験系をもちいて、HERSが形成される際の細胞の動き、分裂、actinプロモーター活性をリ

アルタイムで観察することが出来た。マウス臼歯歯胚より HERS由来細胞を単離培養し、ＨＥＲ

Ｓ細胞株として樹立した。この細胞は、上皮由来細胞マーカー同様、間葉細胞マーカータンパ

クも発現し、TGF-βに刺激に対してさらに間葉細胞マーカー遺伝子、ＥＭＴ関連遺伝子の発現

量を増加させることが分かった。また、歯根の伸張は HGFの添加によって細胞増殖を伴う形で

増強されることが明らかとなり、HGFシグナリングと歯根発生との関わりが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Tooth root formation is initiated by the development of Hertwig’s epithelial root sheath 
(HERS) from the cervical loop in the enamel organ. However, the cellular dynamics during 
HERS formation is not well known yet. In This study, we aimed to establish the 
experimental system to visualize the dynamics of HERS cells in order to elucidate the 
mechanism of HERS disintegration by EMT. We established the real time slice culture 
imaging system, which could observe the migration, division, and actin promoter activity in 
HERS cell.  We also established HERS cell line from mouse molars. The cells expressed 
mesenchymal cell markers, and the expressions were increased to the stimulation of TGF-β. 
The root elongation was intensified by HGF with the increased cell proliferation, indicating 
the implication between HGF signaling and tooth root formation. 
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１．研究開始当初の背景 

歯根の形成は Hertwig 上皮鞘(HERS)の

誘導によって進んでいくが、HERSの細

胞動態については未だ不明な点が多い。

われわれはこの問題に取り組み、新規

に開発したリアルタイムイメージング

によって、HERS は外エナメル上皮より

形成されることを明らかにした(原田、

大津、日本基礎歯科医学会総会 2009, 

Fig.1)。しかし、その後に起こる HERS

断裂のメカニズムには、1) 上皮細胞か

ら 間 葉 細 胞 へ の 転 換 説

(epithelial-mesenchyme transision; 

EMT)と、2) アポトーシス説とがあり，

現在まで議論が分かれている。  

 われわれは，Rhoファミリータンパク

(細胞骨格、細胞接着等を制御する

small GTPase)がエナメル上皮細胞に

果たす役割を研究している過程で(大

津, 若手スタートアップ採択課題, 

2008年)、Rhoタンパク下流のエフェク

ター分子 ROCK の抑制剤が、エナメル上

皮細胞に EMT を引き起こすことを見い

だした(Fig.2)。 

この結果は、われわれが樹立した HERS

由 来細 胞株で も同 様に 観察 され

(Fig.3)、HERS の断裂に ROCK の機能喪

失による EMT が関係している可能性が

示唆された。 

従来の、HERSの断裂が EMTによるもの



だ と す る 研 究 は  (Thomas, 1995, 

Sonoyama, 2007)、培養細胞によるデー

タと、断片的な組織学的解析が主であ

り、生体内の EMT を実際に捉えた報告

はない。またこの EMT を制御する細胞

内シグナル伝達機構についても十分に

解析されていない。 

  

２．研究の目的 

本研究課題では、EMTが HERSの断裂を引

き起こすことを証明するために、われわ

れが歯冠形成期歯胚の観察に用いてい

るリアルタイムイメージングに改良を

加え、HERSで起こるEMTを直接可視化す

る実験システムの構築をおこなうこと

を目的とした。そしてこのシステムに、

Rhoシグナリングの研究結果を組み合わ

せ、いままで不明であったHERS断裂と

EMT、 Rhoシグナリングとの関係につい

て明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

1. GFP マウスを用いたHERS 断裂観察のた

めのslice culture イメージングシステ

ムの確立 

GFP マウスの歯胚組織を薄切培養し、

HERS 形成をリアルタイムで観察する方

法に対しての最適な実験条件 １）試料の

選択、２）薄切厚さ、３）培養液の組成、

４）包埋剤(寒天、ゼラチン等)、５）共

焦点顕微鏡での画像取得のセッティング、

の検討を行った。 

2. HERS 培養細胞の確立と TGF-b の効果の

検討 

マウス臼歯より HERS 細胞を摘出し、細

胞株の確立を行った。またこの細胞株に

TGF-b を作用させたときの遺伝子発現の

変化（とくに EMT 関連遺伝子）を real 

time RT-PCR をもちいて検討した。 

3. 臼歯歯根伸張、HERS細胞株に対する HGF

の役割の解明 

HERS における HGF レセプターの発現を

パラフィン切片を用いた免疫組織学に

よって確認した。器官培養したマウス臼

歯、腎皮膜移植したマウス臼歯に HGF, 

HGF の中和抗体を作用させ、その歯根伸

張に対する効果を組織学的に解析した。

培養 HERS 細胞に HGF を作用させ、その

細胞増殖に対する効果を検討した。 

 

４．研究成果 

1. GFP マウスの歯胚組織を薄切培養し、

HERS 形成をリアルタイムで観察する

方法を確立した。本研究に対しての最

適な実験条件； 薄切厚さ(150µm)、
培養液の組成(DMEM/F12, 10% FBS, ア

スコルビン酸)、包埋剤(low melting 

point agarose)、共焦点顕微鏡での画

像取得のセッティングの検討を行い。

指摘条件を決定した。この実験系をも

ちいて、HERSが形成される際の細胞の

動き、分裂、actin プロモーター活性

をリアルタイムで観察することが出来

た。また、器官培養した歯胚の外エナ

メル上皮細胞に DiI を打ち込み、HERS

形成時における外エナメル上皮の細胞

の動きをリアルタイムで観察する系を

確立した(Fig. 4)。 

その結果、細胞分裂は内エナメル上皮

細胞に比べ、外エナメル上皮細胞で活

発に行われ、外エナメル上皮細胞が

HERS 形成とともに歯根方向に移動し

ていく様をリアルタイムで捕らえるこ

とに成功した。この実験から、HERSが

主に外エナメル上皮の分裂、伸張によ

って形成されることが実証され、この

結果は現在論文にまとめ投稿準備中で

ある。 

 

2. マウス臼歯歯胚より HERS 由来細胞を

単離培養し、ＨＥＲＳ細胞株として樹

立した。この細胞は、上皮由来細胞マ

ーカー同様、間葉細胞マーカータンパ



クも発現し、TGF-b に刺激に対してさ

らに間葉細胞マーカー遺伝子、ＥＭＴ

関連遺伝子の発現量を増加させること

が分かった(Fig. 5)。 

Fig. 5 

このことから HERS 形成、断裂のプロセ

スに EMT が強く関わっている可能性が

示唆された。また iPS 細胞が神経堤細

胞、歯原性間葉細胞へと分化誘導され

るとき、HERS細胞と同様なＥＭＴ関連

遺伝子の発現増加が見られることが分

かった。これらの結果より、この細胞

株が歯根形成における有用な研究ツー

ルとして用いることができると考えら

れた。この結果の一部は論文としてま

とめられ2011年BBRCにて発表された。

さらに第 53 回基礎歯科医学会にて発

表された。 

 

3. Rho シグナリングは HGF によって制御

されていることが報告されているため、

われわれは歯根伸張における HGF の作

用を検討した。HGF レセプターはエナ

メル上皮細胞と HERS 細胞で発現が認

められ、HGF は器官培養したマウス臼

歯歯根、腎被膜移植した臼歯歯根の伸

張と、培養 HERS細胞の増殖を増強させ

た。また HGFの HERSにおける細胞増殖

効果は、内エナメル上皮細胞にくらべ

外エナメル上皮細胞で顕著に見られ、

その効果は HGF 中和抗体によって抑制

された(Fig. 6)。これらの結果は 2012

年に Journal of Periodontal Research

に発表された。   
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