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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯原性間葉細胞における糖脂質と神経栄養因子NT-4の相互作用について研究を
行った。GM3やLacCer等の糖脂質は、細胞増殖を抑制すること、その増殖能はNT-4をGM3との共存下で抑制されることを
示した。また、NT-4は、DSPPの発現を増強させること、この発現レベルはGM3またはLacCerとの共存下により増強され
ることを示した。このことは、NT-4の、細胞膜上のGM3やLacCerなどの糖脂質との相互作用による細胞分化への関与を
示唆していた。また、NT-4の受容体TrkBの発現を免疫組織学的に検索したところ、短縮型ではなく全長型のTrkBがメイ
ンに発現していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the interactions of glycosphingolipids (GSLs) and neurotrophin 4 (
NT-4) in the mouse mesenchymal cells. 
We showed that exogenously added GM3 (monosialoganglioside) and LacCer (lactosylceramide) suppressed the p
roliferation of mouse mesenchymal cells by BrdU incorporation assay, and that dental mesenchymal cell prol
iferation activities were significantly disturbed  when NT-4 was added to the culture medium with GM3. We 
revealed that NT-4 increased expression of DSPP in the mouse mesenchymal cells by RT-PCR and those express
ion levels were enhanced when NT-4 was added to the culture medium with GM3 or LacCer. These results sugge
sted that NT-4 might cooperate with GSLs on cell surface and regulate the differentiation. we examined the
 expression patterns of TrkB (TrkB can exist as alternatively truncated TrkB splice variants) on mouse mes
enchymal cells by immunohistochemistry, and revealed that full-length TrkB were expressed, while truncated
 TrkB were absent. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 糖脂質　GM3　LacCer　神経栄養因子NT-4　歯原性間葉細胞　DSPP

歯学・矯正小児歯科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々は、歯の発生分化における糖鎖の関与に

ついて機能解析を行う中で、糖脂質合成酵素

遺伝子の一つであるGD3合成酵素遺伝子がエ

ナメル芽細胞の分化過程における初期の上皮

部分に特異的に発現し、分化したエナメル芽

細胞ではその発現が消失することを確認した

(Arch Oral Biol.50:393-399.2005.)。また，

GD3合成酵素遺伝子発現の消失の結果、分化し

たエナメル芽細胞（in vitroでは，Bell stage

から分化期歯胚）にはGM3(GD3の前駆糖脂質)

が主に発現し、この糖脂質GM3それ自身は，歯

原性上皮細胞の増殖を抑制し，アメロブラス

チン,エナメリン，DSPPなど歯の発生に特異的

な遺伝子の発現を誘導する作用すなわち分化

誘導能をもつこと，さらに神経成長因子ファ

ミリーの一つであるNT-4のシグナル伝達を増

強することによって、アメロブラスチン発現

をより強く誘導することを示し，誌上発表し

た（J DENT RES 2012 91: 78-83）。 

 歯の形態発生には，上皮—間葉組織境（後

のエナメル象牙境）という歯に特異的なパタ

ーン形成が見られるが，我々は，糖脂質 GM3

のエナメル芽細胞と接した機能象牙芽細胞

における発現を確認していることから，GM3

は、上皮間葉相互作用において何らかの役割

を果たしていると推測している。また，発生

初期の上皮部分に特異的に発現している神

経栄養因子NT-4についても，その受容体TrkB

が歯原性間葉細胞での発現していることを

確認している。そのため，象牙芽細胞に分化

する歯原性間葉細胞（マウス由来）を用いて

GM3およびNT-4の機能解析を行なうことによ

って，歯の発生分化のメカニズムについての

新たな情報が得られると考えている。 

 

２．研究の目的 

マウス由来歯原性間葉細胞を用いて糖脂質

GM3および神経栄養因子NT-4の機能を解析す

ることを目的とする。 

NT-4 は，歯胚の上皮部分での強い発現が知られている

が，p３マウス歯胚では上皮部分で強く，間葉部分では

弱い発現がみられ，cell line においては，上皮細胞

でも間葉細胞でも強い発現を示している。一方でレセ

プターも細胞内チロシンキナーゼドメインを有する全

長型の TrkB-FL の発現を認めており，NT-4-TrkB-MAPK

を介したシグナル伝達経路がアメロブラスチンの発現

およびエナメル芽細胞の分化誘導に非常に重要である

ことが報告されている 

(吉崎，福本他 J Biol Chem.283:3385-3391.2008.)。

しかしながら，歯原性間葉細胞における NT-4 の機能解

析は行なわれておらず，現時点で NT-4 は，上皮細胞に

おいてオートクライン様式で作用していることが示唆

されている。本研究では，NT-4 が，発生中の歯胚形成

初期において，上皮と間葉系細胞との間でパラクライ

ン様式で作用しているのではないか，との仮説のもと

に，NT-4 の歯原性間葉細胞における機能解析を行なう

こととする。 

 

３．研究の方法 

①NT-4 ノックアウトマウスの歯の硬組織観察 

 連携研究者福本教授よりNT-4 ノックアウトマウスの

顎骨の提供を受け．NT-4 KO マウス，wild type マウス

それぞれの顎骨より切歯および臼歯を抜歯し，実態顕

微鏡で全体の大きさ，色調などの観察を行った後，エ

ポキシ包埋し，断面を露出させ，37％リン酸で表層を

一層エッチングした後，通法に従い，金蒸着を行い，

走査型電子顕微鏡（SEM）にて観察を行った． 

②歯原性間葉細胞における糖脂質GM3およびNT-4レセ

プターTrkB-FL，TrkB-T1 の免疫染色による局在観察。 

 細胞は，４％PFA 中で 20 分，0.5％triton 含有 4％

PFA 中で 5 分固定後，洗浄およびブロッキングを行っ

た．一次抗体としてそれぞれ C15/sc-139(rabit, 

Santa Cruz), C13/sc-119,( rabit,Santa Cruz), M2590 

(mouse 日本バイオテスト研究所)，二次抗体としてそ

れ ぞ れ ， Alexa546-labelled-goat anti-rabbit 

IgG(invitrogen) and Alexa488-labelled goat 

anti-mouseIgG 抗体(invitrogen)を用い,Axiovert 200

（Carl Zeiss）にて観察した． 

③GM3 および NT-4 の細胞増殖に及ぼす影響-BrdU 取り
込み試験 



  5-bromo-2’-deoxyuridine labeling and 

detection kit (Roche)を用いて BrdU 取り込

み試験を行なった。核の染色には DAPI を用

い，蛍光顕微鏡 Axiovert 200（Carl Zeiss）

にて観察を行なった。核染色により総細胞数

とし，総細胞数における増殖期細胞（BrdU を

取り込み FITC 標識される）の割合をもって

増殖率とした。 

④GM3 および NT-4 の細胞分化に及ぼす影響—

RT-PCR 

 実験処理を施した歯原性間葉細胞から RNA

を TRIzol 法にて抽出し，スーパースクリプ

ト II を用いて cDNA を作製した。象牙質特異

的な象牙質シアロリンタンパク（DSPP）およ

び NT-4 レセプターTrkB-FL，TrkB-T1 の遺伝

子発現の解析を行った． 
 
４．研究成果 

①NT-4 ノックアウトマウスの歯の硬組織観

察 

Fig.1： 実態顕微鏡観察結果 

 

 
 
 
 
 
 

 
Fig.2：走査型電子顕微鏡（SEM）観察結果 
 

 

 
 

実態顕微鏡による NT-4 KO マウス，wild type マウス

の切歯および臼歯の観察では，NT-4 KO マウスの切歯

及び臼歯でやや小さい傾向を認めたが，質，色調等に

有意な差を認めなかった．また SRM 観察によっても

NT-4 KO マウスの切歯及び臼歯でやや小さい傾向を認

めたが，エナメル質，エナメル象牙境，象牙質のいず

れにも有意な差を認めなかった． 

②歯原性間葉細胞における糖脂質GM3およびNT-4レセ

プターTrkB-FL，TrkB-T1 の免疫染色による局在観察。 

Fig.1 

 

歯原性間葉細胞には，GM3 の発現が強く認められた。

一部でリピッドラフトと呼ばれる糖脂質とコレステロ

ールやスフィンゴミエリンに非常に富んだドメイン構

造をとって存在している様子が観察される。リピッド

ラフトの形成は，細胞の機能を変化させることが知ら



れる。これに対し，GM3 を培地中に加えるこ

とで，ラフトと思われる GM3 が濃く発現して

いるエリアが増えていることが観察された。

D-PDMP（グルコシルセラミド合成阻害材）は，

細胞の糖脂質合成を阻害することにより，細

胞が本来発現している糖脂質が枯渇するこ

とが知られていたため，培地中にこれを添加

し，細胞表面上の GM３の発現がどのように変

化するのか免疫染色にて検索した．結果とし

て，完全に GM3 の発現が無くなってしまうわ

けではないが，大幅な発現減少が観察された． 

Fig.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

歯原性間葉細胞における NT-4 レセプター

TrkB-FL，TrkB-T1 の発現を Fig.2 に示す． 

TrkB-FL の発現は認められるものの TrkB-T1

については免疫染色のレベルでは発現を確

認できなかった．  

 
Fig.3 
 

 
 

糖脂質 GM3（緑）が細胞膜全体に分布してい

ること，TrkB-FL（赤）は，細胞膜だけでな

く，むしろ核内で強く発現しているように観

察された．核内が強く赤く観察された結果が，

膜貫通型レセプターとして考えられている

TrkB-FL の核膜上での発現を示すものである

のか，染色ステップの手技的な誤りによるも

のなのか未だ判断しかねている．細胞膜上のGM3と Trk 

B-FL の発現部位は一致しており，重ねあわせると黄緑

色を呈している． 

短縮型 Trk B に関しては，本実験中には発現を観察す

ることができなかった．これまでの報告では，p３マウ

ス歯胚でも cell line においても上皮及び間葉の両方

で強い発現がみられていることから，発現なしと断定

できず，抗体を変えて検索中である． 

RT-PCR 法では，TrkB-FL，TrkB-T1 の両方について遺伝

子発現を確認できている．NT-4 に反応して発現が増強

したのは TrkB-FL の方であった． 

 

③BrdU 取り込み試験 

 

 



歯原性間葉細胞に 100ng/ml  NT-4 または

5µM GM3 を添加することにより，増殖能を抑

制することが BrdU 取り込み試験により明ら

かであった。細胞増殖抑制の効果は，両者が

培地中に共存することで，増強された。 

 

④RT-PCR 

 

歯原性間葉細胞の培地に 100ng/ml NT-4 また

は 2.5µM GM3 を加えた場合，DSPP遺伝子の発

現が強く認められた。また，両者が培地中に

共存することで，さらにその効果が増強され

た。 

 

2.5µM LacCerについてもGM3と同様の傾向が

認められた．このことにより，糖脂質 GM3，

LacCer は歯原性間葉細胞を象牙芽細胞へと

分化誘導する作用があることが示唆された。

また糖脂質 GM3，LacCer と神経栄養因子 NT-4

は相互に作用し象牙芽細胞への分化誘導作

用を強めることが示唆された。 

 これまでの研究および以上の結果により

歯原性間葉細胞上で糖脂質 GM3，LacCer およ

び神経栄養因子 NT-4 は，細胞分化への関与

が疑われ，NT-4 は，上皮間葉相互作用の機能

を果たす一因子であることが考えられた．糖

脂質は，NT-4 レセプターTrkB に作用し，NT-4

の作用を調整していることが考えられた．し

かしながら，NT-4 は，歯の硬組織形成過程に

おいて何らかの作用を示すものの必須ではなく，代替

機構が存在していることが考えられた． 
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