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研究成果の概要（和文）：K14-タモキシフェン誘導型Rho signaling (RS)ドミナントネガティブマウス、生後歯胚成長
に特化した器官培養、細胞培養を用いて行ったRSの機能獲得・喪失実験からヘルトビッヒ上皮鞘(HERS)の発達に対する
RSの調節作用について検討した結果、RSは細胞内アクチンの局在の調節を通して、細胞突起の形成を含む細胞形態・細
胞遊走性や細胞増殖を調節し、歯根形成期臼歯歯胚に見られるHERSの形態的特徴である２層の細胞層の形成と維持、さ
らにはセメント質形成を誘起する原因となるHERSの断裂の調節に関わり、結果として歯根形成全体を制御する重要な分
子メカニズムの１つであることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We examined to clarify the role of Rho signaling (RS) for development of 
Hertwig’s epithelial root sheath (HERS) with implementation of gain/loss of function examinations using 
K14cre/tamoxifen-induced RS dominant negative mice, original organ culture for observation of postnatal 
tooth development, and cell culture of HERS-derived cell line, HERS01a. RS regulated cell morphology such 
as cell processes, and cell migration though modulation of actin localization in cytoplasm, and cell 
proliferation in HERS cells and HERS formation. Activation of RS induced long bilayered HERS on root 
dentin matrix without disintegration of epithelial sheet. Interestingly, this phenomenon was similar to 
effects induced by inhibitor of TGF-β. RS is closely related to formation and maintenance of bilayered 
HERS sheet and regulation of disintegration in HERS during mouse molar root development. Our studies 
revealed that RS is one of important mechanisms in regulation of root development.

研究分野：口腔組織・発生学
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１．研究開始当初の背景 
 
マウス臼歯の歯冠形成期から歯根形成期へ
の移行はHERS形成によって開始し、この
HERSが歯根形成の誘導と調節に関わること
は良く知られている。HERS形成は活発な細
胞増殖によって生じ、我々はこれまでHERS
細胞増殖に及ぼす成長因子の影響 (Fujiwara 
et al., Cell Tissue Res., 2005; Fujiwara et al., J. 
Exp. Zool. Mol. Dev. Evol., 2009; Sakuraba et 
al., J. Period. Res., 2011) を報告してきた。ま
た2007-2008年度科研費基盤(C)において
HERS形成過程のイメージング技術の開発を
行い、成長因子添加による形態変化を解析し、
その中でアクチンプロモーター・GFPマウス
のHERS先端部でアクチンの転写活性が高ま
っていることが分かった。 
 上皮細胞を含む様々な細胞でRho familyタ
ンパク質やその下流のエフェクター分子が
アクチン骨格などを介して細胞形態・極性の
変化、遊走などを担っていることが報告され
ている (Kawauchi et al., Dev. Neurosci., 2007)。
我々はマウスエナメル上皮細胞とHERS細胞
株にRho関連蛋白キナーゼ（ROCK）の 
inhibitor (Y-27632) を作用させたところ、組織
化されたアクチンの細胞内局在の消失 (Fig. 
2)や敷石状の上皮特異的な形態から細胞質突
起を伴う間葉細胞様の形態への変化を示す
ことが分かった。 
 これらのことを総合的に考え合わせた結
果、「HERS形成過程において、HERS先端方
向へのHERS細胞の遊走（HERS 伸長）にRho
シグナリング／アクチンの調節機構が重要
な役割を果たしている」と言う仮説を立てる
に至った。  
 
２．研究の目的 
本研究は Hertwig 上皮鞘 (HERS) 形成の際
に見られる HERS 細胞の先端方向への遊走
に Rho シグナリング／アクチン調節機構が
果たす役割を明らかにするため、（１）in vivo
における Rho signaling の発現パターン、
（２）タモキシフェン誘導型 K14-Cre/ RhoA 
dominant negative form Tg マウスとタモキ
シフェン誘導型 K14-Cre/ ROCK dominant 
negative form Tg マウス臼歯で Rho シグナ
リングと HERS 形成との関わりについて形態
観察・組織化学的解析、（３）HERS 細胞株
を用いた Rho signaling と遊走の関係、また
（４）器官培養系を用いたライブイメージン
グによる観察などを行い、Rho シグナリング
と細胞遊走による HERS 伸長の関係を考察す
るのが目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）in vivo HERS における Rho シグナリ
ング因子の発現パターンの解析 
生後 0日から 7日齡までのHERS形成開始期
において、RhoA, active RhoA、ROCKと歯胚
上皮の特異的マーカーとしてサイトケラチ

ン (CK) 14を用い、これらの２重免疫組織化
学染色を施し、蛍光顕微鏡で発現パターンを
解析した。 
（２）タモキシフェン誘導型トランスジェニ
ックマウスによる Rho シグナリングと細胞
遊走の関係についての解析 
タモキシフェン(TAM)誘導型 K14-creマウ
ス(Jackson Labより購入)と CMVプロモー
ターの下流に loxP配列で挟まれた CAT遺
伝子と RhoA または ROCK のドミナント
ネガティブ変異体(ROCK-DN) の導入遺
伝子を有するマウス(RBRC02866;理化学
研究所より供与)から、タモキシフェン誘
導型上皮特異的 RhoA-DN, ROCK-DN発現
マウス (K14-CreERTM/RhoA-DN+, K14-Cre 
ERTM/ ROCK-DN+)を作製した。これら 2
種類のマウスにおいて、タモキシフェンを
投与し、臼歯の形態、HERSの分化・伸長
について組織化学的にWild typeマウスと
比較検討した。 
（３）HERS 細胞株における Rho シグナリン
グと細胞遊走の関係についての解析 
マウス HERS 由来細胞株、HERS01a を用い
て、Rho activator, ROCK inhibitorを培地に添
加して Rho シグナリングの機能獲得・喪失
実験を行う。培養終了時に、phalloidin 染色
を施し、細胞内のアクチンの局在変化を細胞
イメージングシステムにより解析した。 
（４）器官培養を用いた歯根形成に及ぼす
Rho シグナリングの作用の解析 
生後臼歯に特化したオリジナルの器官培
養系を用いて、Rho シグナリングによるア
クチン制御が HERS 伸長に及ぼす影響を、
Rho activator, ROCK inhibitorの添加による
機能獲得・喪失実験を行い、マウス下顎臼
歯の歯根形成と、特に HERSの発達への影
響をイメージングシステムで解析すると
共に、BrdUを用いて HERSにおける細胞
増殖への影響についても検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究において、Rho シグナリング／
アクチン調節機構による HERS 細胞の遊
走メカニズムを検証するために、研究計
画に沿って以下の実験を行った。 
（１）in vivo HERS における Rho シグ
ナリング因子の発現パターンの検証 
ヘルトヴィッヒ上皮鞘（HERS）が分化
前（歯冠形成期）である生後 2日、HERS
の分化直後である６日、HERS伸長期 10
日、歯根が伸長し歯が口腔内へ萌出する
直前である１４日、の時期のマウス下顎
第一臼歯を摘出し、急速凍結にて未固定
のまま包埋し、Film transfer法にて 6μm
の凍結切片を作成した。RhoA, ROCK1, 
active RhoA などの発現パターンを免疫
組織化学的に蛍光顕微鏡で確認し、
HERSを含むエナメル上皮に発現してい
ることを確認した。 
（２）タモキシフェン(TAM)誘導型トラン



スジェニック(Tg)マウスの作成． 
歯 胚 上 皮 特 異 的 マ ー カ ー cyto- 
keratin14(K14) / TAM 誘導型 RhoA なら
びに ROCK のドミナントネガティブ(DN)
マウスの繁殖系と genotyping による確
認操作を確立した。次に DN 新生仔マウ
スに対するTAM投与の至適条件の検索を
行い、背部皮下の異なる場所に 30−50l
（濃度 30g/ml）の TAM を生後(PN)３日
（以降）から 3 日間投与することで DN
特性を発現した個体が得られることが
明らかとなった。PN３日以前の個体への
腹腔投与、また皮下への TAM 投与は死亡
する新生仔が多く、実験に適さないこと
が判明した。 
（３）TAM誘導型 Tgマウスによる RhoA
と ROCKの作用． 
Tg マウスに対して、PN３日から３日連続
あるいはPN8日から３日連続でTAMを投
与し、最終投与後 5 日後ないし７日後に
genotypingをするとともに、マウス頭部の
固定・脱灰・パラフィン包埋を通報に従い
行った。RhoA-DNと ROCK-DNマウスを
得ることに成功したが、形態学的観察の結
果、より明瞭な抑制効果を観察できるのは
RhoA-DN であったので、以後このマウス
を用いて実験を行った。RhoA-DN マウス
から得た下顎第一臼歯の組織学的特徴を対
照群と比較した結果、歯根が顕著に短く、
対照群の半分程度の長さしかなかった。ま
た、対照群の臼歯脱灰後、成熟エナメル質
があった領域がきれいに空隙になっている
のに対し、PN3からから TAMを投与した
マウスでは、歯冠部のエナメル質形成が未
熟で、DN マウスのエナメル質はタンパク
が残存し、エナメル質形成が遅延している
ことが考えられた。また、歯冠部を被うエ
ナメル芽細胞を含むエナメル上皮の極性が
失われ、丈が低くなると共に配列が乱れて
いた一方で、歯冠象牙質や象牙芽細胞など
に大きな変化は見られなかった。また、対
照群の歯胚において、形成中の歯根の先端
から歯根象牙質上にかけて見られる伸長し
た２層の細胞層からなる HERSと、その歯
頚部端に（後に Malassez の上皮遺残を形
成する）断裂が見られるのに対して、DN
マウスのHERSは短く抑えられ、歯根象牙
質上にはわずかに上皮細胞が観察できるの
みで、HERS構成細胞数が顕著に少なくな
ると共に、正常な組織構築が失われている
ことが明らかとなった。 
（４）器官培養による Rho signalingの機
能獲得・喪失実験 
PN5（歯根形成開始期）と PN9（歯根伸長
期）の slc:ddY マウスの下顎第一臼歯歯胚
を、歯根形成期の観察のために我々の研究
室で独自に開発した器官培養システム
(Fujiwara et al. 2005)で培養を行った。
Rho signalingの inhibitorである Y27632
を培地に添加して培養したPN5の歯胚を7

日間または 14 日間培養した歯胚は、対照
群と比較し、歯根形成が阻害された。歯根
は短く、本来、歯髄と歯小嚢の間に２層の
上皮細胞層として存在する HERS の歯髄
側には象牙質基質が裏打ちするように存在
していた。HERSは歯髄組織との相互作用
で歯根形成を誘導するのであるが、HERS
の直下にある象牙質基質により歯髄細胞と
の相互作用が阻害され、歯根長が短くなる
結果をもたらしたと考えられる。また、
HERS 自体も典型的な２層の細胞層によ
って構成されておらず、象牙質に面する内
エナメル上皮と歯小嚢に面する外エナメル
上皮細胞の間にも細胞が見られ、サービカ
ルループの組織構築に似た構造となってい
た。これらの観察結果は DNマウスの結果
に類似していた。 
一方、Rho activatorを添加して培養した臼
歯の歯根はほぼ正常な長さまで発達し、２
層の上皮細胞からなる HERSも伸長した。
しかし、歯根象牙質上に伸びた HERSは、
正常で歯頸部端に見られる断裂がほとんど
見られず、上皮シートとして長く連なって
いた。この結果は RhoAが歯根形成誘導に
関わる HERS発達、特に HERS細胞の増
殖や上皮シートの断裂に作用し、結果とし
て歯根形成においても、重要な調節作用を
もっていることが明らかとなった。また、
この activator を添加して培養した HERS
の形態的特徴は、上皮間葉転換(EMT)の誘
導に関わるTGF-βの inhibitorを添加し器
官培養した HERS にみられる特徴と類似
しており、歯根形成過程における Rho 
signalingとEMTとの関連性を示唆する結
果であると考えている。 
なお、実験計画では器官培養は slice 
culture として、組織をスライスした後に
培養する予定であった。しかし、様々な条
件を変更し、試料作成を試みたが、再現性
のあるスライス組織を得るのには非効率で
あった。そのため我々の研究室で別に開発
した、生後歯胚の成長の観察に特化した器
官培養系に計画を変更して実験を行い、上
記のような結果を得た。 
（５）HERS細胞株におけるRho signaling
の機能獲得・喪失実験 
Rho signalingと HERS細胞の遊走との関
連についてHERS細胞株HERS01aを用い
て実験を行った。 
HERS01a を６穴マルチウェルディッシュ
に 5000 個播種し、１週間後ファロイジン
を用いて蛍光観察した。Rho Activator 添
加群の細胞は細胞膜近くにアクチンの集積
が観られ、コロニー中心部の細胞はコンパ
クトに密集していた。一方、Rho signaling 
inhibitor 添加群ではアクチンが細胞質内
に広く拡散し、コロニー辺縁の細胞は細い
細胞質突起を多数持っており、さらにはコ
ロニーから少し離れた所にも同様の間葉系
の形態的特徴を呈した細胞が多数観察され



た。このことは Rho signalingはアクチン
の細胞内局在を制御することで、細胞遊走
の調節に関わり、さらには HERSに EMT
を誘導し、断裂や断裂後の細胞遊走にも関
わる可能性を示唆すると考えられた。 
６）器官培養によるライブイメージング実
験 
実際の HERS の歯根形成に伴う細胞遊走
現象をとらえるために、 cytokeratin14 
(CK14) creマウスと rosa26R dtTomatoマ
ウス（K14/tdTomatoマウス）を交配させ、
CK14 を特異的に発現する歯胚上皮細胞に
のみ赤色蛍光を発現する新生仔を作成した。
本マウスは我々の研究室で、別の研究のた
めに購入し、岩手医科大学動物研究センタ
ーで維持しているもので、本研究のために
一部供与された個体を用いた。また蛍光実
体顕微鏡も本研究室で稼働中のものを用い、
ライブイメージング撮影を試みている。現
在、新生仔の genotyping 後、下顎第一臼
歯歯胚を摘出し、器官培養下でタイムラプ
ス撮影を行っており、これまでにない明瞭
な細胞動態の撮影を取得中である。またさ
らに今後、撮影条件の改良と共に、撮影開
始時期を経時的に変え、より情報量の多い
イメージングデータ取得をめざす予定であ
る。 
当初の実験計画では slice cultureによるイ
メージングを予定していたが、すでに上に
記したように slice tissue を用いる実験系
よりも、本課題の実験開始後利用可能とな
った K14/td Tomatoマウスを用いた方が、
より簡便で、in vivoに近い形態観察が可能
であることが判明したため、最終年度にこ
のマウスを用いる実験系に計画変更した。 
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