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研究成果の概要（和文）：歯根嚢胞の上皮細胞は，ヘルトビッヒ上皮鞘（HERS）あるいはマラッセ残存上皮
(ERM)に由来すると考えられている。SemaphorinとTGF-βによるRhoシグナルを介したHERSの上皮間葉転換
（EMT）とERM発生機構とさらに嚢胞発症との関連を調べた。その結果，Semaphorinは上皮性維持に働き，一方
TGF-βはpartial EMTを誘導してERMの発生に働く。また移植実験ではHERSのEMTによって嚢胞形成や石灰化が誘
因された。HERSの上記シグナルによるEMT制御機構の破綻が，歯根嚢胞・腫瘍の発生の一因にあると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Radicular cysts are thought to be odontogenic cysts caused by proliferation 
of Hertwig's epithelial root sheath (HERS) or epithelial rest of Malassez (ERM) due to chronic 
inflammation of the root apex. We sought to elucidate the mechanism of ERM development and the basis
 of cyst development via Rho signaling by semaphorin and transforming growth factor beta (TGF-β), 
which regulates epithelial-mesenchymal transition (EMT) in HERS. The results showed that semaphoring
 signal plays a role of maintenance of epithelial morphology, while TGF-β induces partial EMT and 
ERM development. The disruption of EMT regulation of HERS may be associated with the development of 
cysts.

研究分野：口腔組織学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯根嚢胞は，慢性炎症に起因するヘルトビッヒ上皮鞘(HERS)あるいはマラッセ残存上皮の増殖が原因と考えられ
ており，根管治療が終了して数年後に発症することから歯科医師を悩ませる疾患である。歯根嚢胞が発症すると
再度の感染根管処置や歯根端切除による嚢胞摘出術を施さねばならないが，嚢胞の消退や発症を予防するための
薬剤は存在しない。本研究により，HERSの動態決定にはSemaphorinとTGF-βシグナルの下流のRhoによるEMT制御
が重要であり，歯根嚢胞発症はこのシグナルの制御機構の破綻が原因だと考えられた。将来的にこれらのシグナ
ルに対する分子標的薬が開発されれば，治療法の開発につながると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

歯根嚢胞は，根尖の慢性炎症に起因したヘルトビッヒ上皮鞘（Hertwig’s epithelial root sheath：
HERS）あるいはマラッセ残存上皮(Epithelial rest of Malassez：ERM)の増殖による歯原性嚢胞と
考えられており，根管治療終了後，数年経過した後に発症することから歯科医師を悩ませてい
る。歯根嚢胞が発症すると再度の感染根管処置や根尖部切除による嚢胞摘出術を施さねばな
らない。さらに嚢胞が大きい場合は，開窓処置を施して嚢胞の縮小を図るようなことも行われ
る。このように，外科的に除去する以外は根治的治療法がなく，嚢胞の消退や発症を予防する
ための薬剤は存在しない。歯根嚢胞が歯の根尖部の炎症に起因することから，過去に行われた
研究の多くは，ケラチノサイトのような上皮細胞を用いて細胞の増殖や遊走性と IL-6 やプロ
スタグランディンなどの炎症性メディエーターとの関係を調べることが中心に行われている
が，予防や治療法開発につながる研究はほとんど報告がない。そこで HERS や ERM の細胞特
性に着目して，これらの細胞の特性と嚢胞発症の潜在的原因の関連性を明らかにする必要が
ある。 

 
２．研究の目的 
⑴ 「なぜ，歯原性上皮細胞は他の上皮細胞と比べて嚢胞を発症しやすいのか」という疑問を

解決する目的で，HERS から ERM が発生する分子機構を解明することでこれらの細胞特性
を明らかにしていく。 
歯根嚢胞の発症をホスト側の HERS あるいはマラッセ残存上皮(Epithelial rest of Malassez：
ERM)の細胞特性と嚢胞発症に至る細胞の変化に着目した。歯冠形成終了後，エナメル器か
ら発生したヘルトビッヒ上皮鞘（Hertwig’s epithelial root sheath：HERS）は，歯根象牙質の形
成を誘導する。歯根形成中の HERS は増殖と伸長を繰り返しながらも歯冠側では断裂を引
き起こし，マラッセの上皮遺残（epithelial rests of Malassez：ERM）を形成する。ERM 形成
のメカニズムとして，HERS の上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition：EMT）が深
く関わっていると考えられているが，EMT を制御する分子機構は明らかでない。一方で
HERS が上皮として維持されるメカニズムについても不明である。そこで本研究では，ERM
発生と HERS 維持との関係を制御する分子機構の一端を明らかにすることを目的として，
細胞骨格制御に関わる Rho シグナルに着目し，Semaphorin（Sema）と transforming growth 
factor beta（TGF-β）による Rho シグナルを介した ERM 発生機構を解明する。その結果をも
とに上記の疑問点を考察する。 
 

⑵ 「嚢胞が形成される過程によって HERS あるいはマラッセ残存上皮の細胞にどのような変
化が生じているか」である。本来もっている細胞特性に加えて，炎症などの周囲環境が細胞
にどのような変化を引き起こさせて，嚢胞を形成するようになるのか，である。この原因が
解明されれば，嚢胞発症の治療法が見いだせると考えている。Sema シグナル，TGF-βシグ
ナルを介した Rho シグナルの破綻が細胞に与える影響を解明して，嚢胞発症との関係を考
察する。 

 
⑶ 「その内容物を内腔に分泌あるいは輸送している分子メカニズムは何か」である。この分

泌や輸送のメカニズムは，まさに嚢胞成長の原因の一端を担っており，このメカニズムの
機能抑制が嚢胞の成長を止めることができるはずである。歯根嚢胞モデルマウスにおいて
嚢胞腔内の物質を同定してその分泌・細胞内輸送メカニズムを明らかにする。またエナメ
ル上皮細胞株（mHAT9d）と比較しながら，嚢胞上皮細胞の細胞膜に存在するポンプやチャ
ネル，イオントランスポーターなどの発現を網羅的に解析して，内腔への物質輸送の全貌
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
⑴ 歯根形成過程の３次元的観察 

HERS と ERM を観察するために，生後 10 日の CK14cre/R26-tdTomato mouse の下顎第二臼
歯を採取し，実体顕微鏡下で観察した。 

 
⑵ HERS と ERM 形成過程の細胞特性を比較するため，生後 10 日のマウス下顎第二臼歯の前

頭断面の歯根成長領域において，cytokeratin 14（CK14）・E-cadherin の発現，さらに 生後
11 日のマウスの下顎第一臼歯における Sema4A・Sema4D および活性型 RhoA の発現を免疫
組織化学的に解析した。また HERS における TGF-βの発現，phosphorylated Smad2
（pSmad2）および phosphorylated Smad3C（pSmad3C）を免疫組織化学的に分析した。また
TGF-βが HERS01a のリン酸化を誘導するか検証するために，pSmad2 の免疫蛍光染色を行
った。 

 
⑶ Sema4A，Sema4D，TGF-βが RhoA 活性化に与える影響を検証するために，HERS01a



（HERS 細胞株）における Sema4A，Sema4D，TGF-β存在下の活性型 RhoA と E-cadherin
の発現を免疫蛍光染色で調べた。また同条件における RhoA の活性化レベルを ELISA 法に
て定量解析した。 

 
⑷ Sema4A・Sema4D・TGF-βによる細胞動態を調べるため，HERS01a の遊走性試験を行っ

た。 
 
⑸ tDTomato（赤色蛍光）を発現する新たな HERS 細胞株 HERS02T を樹立してマウス頭部皮

下に移植して HERS 由来の嚢胞形成モデルを作製して，嚢胞の発症と HERS 細胞動態変化
を調べた。 

 
４．研究成果 
⑴ 歯根発生期を実体顕微鏡で根尖側から観

察すると HERS は発達途中の歯根を囲む
ように帯状（＊）に存在し，上皮の連続性
を認めた。一方HERSの歯冠側にはTomato
陽性細胞が散在している（＊＊）のが観察
された。 

 
⑵ 歯根形成期の HERS は CK14 と E-cadherin

を強く発現していた。一方 HERS 歯冠側
の細胞および HERS から離れた細胞（矢
印）は，CK14 を発現していたが E-cadherin
を発現していなかった。HERS 細胞は
Sema4A ・ Sema4D およびその受容体
PlexinB1・PlexinB2 を発現していた。
PlexinB1・PlexinB2 は HERS 先端で強く検
出され，HERS に隣接する歯乳頭細胞では
Sema4A・Sema4D の発現が観察された。ま
た，HERS では活性型 RhoA が高発現して
おり（矢頭），CK14 と共発現していた。
HERS から離れた CK14 陽性細胞（矢印）
では，活性型 RhoA の発現が減少してい
た。TGF-βは歯周組織全体で観察され，特
に HERS の歯冠側に隣接する歯乳頭細胞
でその発現が顕著であった。また，HERS
歯冠側の細胞核には pSmad2 と pSmad3C
が高発現しており，TGF-β の発現と Smad
のリン酸化との関連性が示唆された。
HERS01a においても TGF-βは Smad2 のリ
ン酸化を誘導すると同時に細胞質から核
への移動を促した。 

 
⑶ HERS01a に お い て ， Sema4A ま た は

Sema4D を 5-60 分間処理すると活性型
RhoA の発現が上昇した。ELISA の
解析から，HERS01a を Sema4D で
処理すると RhoA 活性が顕著に上
昇した。HERS01a における免疫蛍
染色によりTGF-βとRho-associated 
protein kinase 阻害剤（Y27632）存
在下では，活性型 RhoA と E-
cadherin の発現が減少した。ELISA
の解析から TGF-β・Y27632 処理に
より Rho の活性が低下することが
示された。 

 
⑷ 遊走性試験の結果から，TGF-β は

HERS01a の遊走を活発に誘導し
た。一方で Sema4A・Sema4D は細
胞間接着を維持した状態で遊走す
る様子を示した。 



⑸ 赤色蛍光（tdTomato）発現 HERS の細胞
株 HERS02T を作製した。この細胞株を
Rho キナーゼ抑制剤で処理してマウス
に移植すると，石灰化を伴う嚢胞（腫
瘍）様構造物を作ることを見いだした。
また現在 HERS02T の発現遺伝子を網
羅的に解析中である。 

 
考察 

本研究では，ERM の発生と HERS の維持
との関係を制御するメカニズムについて検
討した。Sema4A・Sema4D とその受容体お
よび活性型 RhoA の発現パターンを分析す
ると，HERS の根尖側で Sema4A・Sema4D
および活性型 RhoA の発現上昇が認められ
た。Sema4A・Sema4D は HERS01a における
Rho の活性を上げ，EMT を抑制して細胞が
離脱することを抑制したことから，
Semaphorin-RhoA シグナルは HERS の上皮
性維持に働いていることが示された。また，
遊走性試験においては HERS01a が細胞間
接着を維持しながら移動していく様子が観
察され，collective cell migration の動態が
HERS 維持と増殖伸長に寄与していると考
えられた。 

一方，歯冠側 HERS では活性型 RhoA の
発現が弱い傾向にあった。また TGF-β は
HERS 歯冠側に隣接する歯乳頭細胞で顕著
に発現を認めた。さらに歯冠側の HERS 細
胞核でリン酸化した Smad2 および Smad3C
が検出されたことから，歯冠側においては
TGF-βシグナルが亢進している。この HERS
歯冠側の細胞の中には CK14 に陽性でありながらも E-cadherin に陰性を示す細胞が存在してい
る。また，遊走性試験においては，HERS01a が線維芽細胞様の変化を伴いながら遊走すること
が示された。したがって HERS 歯冠側の細胞では，TGF-βシグナルにより partial EMT が誘導さ
れ，細胞の遊走性が亢進していると考えられる。 
さらに，HERS02T の Rho シグナルを抑制して EMT を誘導した上でマウス頭部に移植すると

嚢胞形成や石灰化を引き起こすことが示され，HERS の細胞動態が歯根嚢胞の発症の病因になる
ことが実験で示されたと考える。 

以上の結果から，HERS の細胞動態は Semaphorin シグナルと TGF-β シグナルの相反する作用
によって制御されている。Semaphorin は HERS が一定の長さと形態を維持することに働き，一
方 TGF-β は partial EMT を誘導し ERM の発生に働く。今回の研究結果による HERS の制御メカ
ニズムから推測すると，歯根の形態異常や囊胞・腫瘍の発生には，HERS の上皮性維持と EMT
とのバランスの破綻が一因にあると考えられた。将来的にこれらのシグナルに対する分子標的
薬が開発されれば，上記疾患の治療法の開発につながると思われる。 
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