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研究成果の概要（和文）：がん治療における化学療法は、上皮－間葉相互作用により形成される歯、唾液腺およ
び味蕾などの様々な器官に副作用として甚大な影響を与える。Cyclophosphamide (CPA) はアルキル化剤として
小児白血病の治療に用いられる。本研究では、器官培養システムを用いて、抗がん剤副作用が器官形成に与える
影響を直接的に評価した。CPA添加により、正常な器官発生は阻害され、細胞死が引き起こされ、細胞増殖や分
化が抑制された。そこで、本培養システムを用いて副作用の回避法を検討したところ、CPA添加による形成阻害
は低温培養により回避できることを発見した。

研究成果の概要（英文）：Chemotherapy has a large effect on organ formation, and causes serious side 
effects on organs formed by epithelial-mesenchymal interactions such as teeth, hair, salivary 
glands, and taste buds.　Cyclophosphamide (CPA) is an alkylating agent commonly used in the 
treatment of childhood leukemia and induces cell death of cancer cells. In this study, we performed 
analysis using an organ culture system to directly observe the molecular mechanism of side effects 
on organs. Treatment of CPA inhibited the normal growth of tooth germs in the morphogenesis stage by
 inducing apoptosis and inhibiting the ability of proliferation and differentiation. Furthermore, we
 found that affected organs could be rescued in a low temperature stimulated environment during CPA 
treatment, avoiding the inhibition of organ morphogenesis and differentiation by CPA. 

研究分野： 口腔外科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、抗がん剤による副作用は、低温により回避できる可能性が示された。近年、がん治療は飛躍的進
歩を遂げており、がんサバイバーと呼ばれる人々が増えてきている一方で、彼らはがん治療による副作用との戦
いを余儀なくされている。本研究成果は、がん治療後のQOLの回復の一助となるものであり、低温による副作用
の回避が、抗がん剤による歯胚形成阻害や脱毛の予防に役立つ可能性が考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年のがん研究の進歩により、様々ながんの生存率は飛躍的に向上してきた。生涯に、二人に
一人は何らかのがんにかかる時代において、手術、化学療法および放射線治療などを組み合わせ
ることで、より高い生存率を獲得できるようになってきており、特に、胃がん、大腸がん、肺が
んなどの比較的罹患率の高いがんは、多くの患者が生存可能になってきた。一方で、これまで治
療が困難であったがんを克服し、生存もしくは延命可能な、がんサバイバーが増えてきており、
がん患者は「がん」との戦いだけでなく、がん治療による「副作用」との戦いも余儀なくされて
いる。治療中、治療後の副作用の克服、それに伴う QOL の獲得は、がん患者だけでなく医療者
の負担軽減の意味においても、重要な課題であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
歯の形成不全が生じる抗がん剤として、小児白血病の治療に使われるシクロフォスファミド

(CPA)がよく知られている。これまでの抗がん剤を用いた副作用の研究は実験動物を用いてその
影響を確認する方法が用いられてきた。しかしながら、発生期における影響を見るためには、母
体を通して胎仔に抗がん剤を作用させる必要があり、器官発生における直接的な影響をリアル
タイムに解析することが困難であった。そこで本研究では、歯を培養皿上で生育させることので
きる器官培養法を応用することで、抗がん剤の器官に与える直接的な影響を解析できる副作用
検出モデルを構築し、その回避法を模索することを目的として研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 マウス胎仔歯胚を用いて、器官培養法を行い、CPA による歯胚形成阻害について検討を行っ
た。さらに、培養温度を変化させることで、低温刺激における歯胚形成能の評価を行った。歯胚
形成能の評価は、顕微鏡下での形態評価、免疫染色法、RT-qPCR 法および western blotting 法を用
いて行った。 
 
４．研究成果 
歯胚器官培養法による抗がん剤副作用モデルの構築 
 歯胚器官培養法を用いて、抗がん剤による歯胚形成阻害能の検討を行った。歯胚発生初期であ
る胎生 14日齢 (E14)マウス歯胚を摘出し、器官培養法にて培養したところ、7日間で正常な歯胚
形成が認められた。そこで、小児白血病の治療に使用される CPA を添加し、歯胚形成能を評価
したところ、CPA 濃度依存的に歯胚形成が阻害された。次に、細胞分化期である E18 の歯胚を
用いて、検討したところ、CPA による形態形成阻害は認められなかった。以上の結果から、CPA
による歯胚形成阻害は、歯胚形成の時期に応じて引き起こされる可能性が示唆された。 
 
CPA による歯胚形成阻害 
 CPA による歯胚形成阻害の評価を行った。E14 歯胚を３日間培養し、形成された歯胚の大きさ
を評価したところ、CPA添加群において、歯胚の幅、高さおよび厚さが有意に減少していた。さ
らに、CPA添加群において、細胞増殖マーカーである Ki67陽性細胞数が、上皮細胞および間葉
細胞の両方において、減少していた。さらに、アポトーシスを示す TUNEL陽性細胞が、CPA添
加群の上皮細胞および間葉細胞において増加していた。また、CPA添加群において、細胞増殖抑
制マーカーである p21 の発現の上昇を認めた。 
 次に、歯胚形成における分化マーカーについて、評価を行った。Amelogenin, Ameloblastin, 
AmeloD および Nkx2-3 について RT-qPCR 法を用いて遺伝子発現を確認したところ、CPA添加群
において、遺伝子発現の著しい減少を認めた。歯原性上皮細胞株 M3H1 を用いた実験において
も、同様の結果を得られた。以上の結果から、CPA による歯胚形成阻害は、細胞増殖および分化
を抑制し、アポトーシスが誘導されていることが判明した。 
 
低温培養による CPA 歯胚形成阻害の回避 
 CPA による歯胚形成阻害を回避する方法を模索するため、歯の発生に重要とされる様々な増
殖因子を添加してみたところ、歯胚形成阻害の回避は認められなかった。そこで、培養温度を調
節することで、CPA による副作用の回避を試みた。25℃の低温条件で、器官培養を行ったとこ
ろ、CPA添加による歯胚形成阻害が回避され、正常な歯胚形成が認められた。 
 そこで、低温培養条件下におけるアポトーシス誘導および DNA damage の評価を行った。37℃
培養条件下において、CPA による TUNEL陽性細胞および γ-H2AX陽性細胞の増加を認めたが、
25℃培養条件においては、認められなかった。以上の結果から、CPA による歯胚形成阻害は低温
刺激によって回避できる可能性が示唆された。 
 
低温器官培養における細胞周期制御 
 低温により、CPA による歯胚形成阻害が回避できるメカニズムを解明するため、網羅的遺伝



子発現解析を行った。Gene ontology 解析の結果、低温刺激による歯胚形成阻害の回避には、アポ

トーシス、DNA damageおよび細胞周期G1/Sチェックポイント関連遺伝子の関連が認められた。

そこで、G1/S 期チェックポイントに重要である Rb のリン酸化についてウェスタンブロッティ

ング法にて解析を行った。37℃培養群において、6-12 時間後に Rb のリン酸化が認められるのに

対し、25℃培養群においては、RB のリン酸化が認められなかった。この現象は、CPA添加群に

おいても同様であった。以上の結果から、低温刺激によって、細胞周期におけるチェックポイン

トを乗り越えられずに細胞周期が停止することで、CPA による DNA damage を回避できている

可能性が示唆された。 
 

本研究により、歯の形態形成期における抗がん剤の副作用は、低温刺激により回避できる可能

性が示唆された。抗がん剤は、主作用としてがん細胞を死滅させる必要がある反面、副作用とし

て細胞増殖が旺盛な器官に重要な副作用をもたらす (下図)。本研究成果は、25℃という比較的

臨床上応用可能な温度による副作用の回避の可能性を示し、今後の抗癌剤治療後の副作用回避

による QOL 獲得に新たな可能性を示すものである。 
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