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研究成果の概要（和文）：切歯の発生を調べる過程で，外エナメル上皮内に細胞を供給する特殊な領域を見いだした(d
ental epithelial bulge of outer enamel epithelium: DEB of OEE)。上皮特異的赤色蛍光マウスの透明標本による3
次元的な観察から，唇側上皮は90度傾いた鐘状期歯胚の唇側部の外側から伸張していた。またDEB of OEEはG1/G0期の
細胞集団として観察され，グリコーゲンを貯蓄細胞であることも明らかとなった。以上から，唇側上皮は外側歯堤の亜
型であり，DEB of OEEは切歯唇側上皮の成長と上皮幹細胞ニッチ形成のための起点となっていると推測した。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the mechanisms of apical bud (dental epithelial niche) 
development in a continuously growing mouse incisor, we had observed incisor germ growth using live cell 
imaging. We had found a special cell population (dental epithelial bulge of outer enamel epithelium: DEB 
of OEE), which supply some cells toward incisal end and distal end, in the outer enamel epithelium of 
labial dental epithelium. First, we attempted to analyze the detail morphology of a developing incisor 
germ using 3D imaging of sheet laser microscopy and CK14cre/Rosa26-tdTomato. The morphology is similar to 
a 90 degree rotated molar tooth germ, and exhibit a elongated labial dental epithelium. Next, we observed 
cell cycle using Fucci mouse and glycogen deposit by immunohistochemistry in DEB of OEE. The results 
showed that some cells in DEB of OEE showed cessation at G0 and accumulated glycogen. Considering with 
these results, we presumed that DEB of OEE is an important area for production of apical bud.

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 
 
 マウス切歯は，臼歯歯胚と異なって経常的
に成長し続けるため，切歯の形成端には歯の
幹細胞があることが知られている。我々は，
マウス切歯の唇側サービカルループ上皮
(apical bud)にはエナメル上皮幹細胞が存在し，
その維持に歯乳頭が発現する線維芽細胞増
殖因子１０（Fgf10）が重要であること，エナ
メル上皮幹細胞は SOX2などの未分化性維持
因子を発現していること，Cbfbや Rhoシグナ
ル系が細胞の極性形成を通じて幹細胞の維
持に重要な働きをしていることなどを明ら
か に し て き た  (J. Cell Biol., 1999, 
Development, 2002, 2006, J Cell Physiol., 2011，
Stem Cell, 2011)。しかし，臼歯歯胚の発生と
は異なり，なぜ切歯には apical budが形成さ
れるのかについてはわかっていない。そこで，
GFP 発現マウスの切歯の発生過程での細胞
の動きをライブイメージングで観察した。そ
の結果，胎生 16 日齢のマウス切歯歯胚にお
いて唇側のエナメル上皮が伸張を開始する
時期に，外エナメル上皮の中に切縁方向と形
成端方向の両方に細胞を供給している特殊
な領域（ここでは dental epithelial bulge of 
outer enamel epithelium: DEB of OEE)と仮
に呼ぶ）ができることを発見した（写真矢頭）。
そこで，この領域の生物学的特性を解明して，
臼歯とは異なる切歯発生の新しいメカニズ
ムの発見を狙った研究を行う。 

 
２．研究の目的 
本研究では，マウス切歯歯胚の発生過程を形
態学的に，分子生物学的に検討して臼歯発生
との違いを明らかにする。特に DEB of OEE
の発生意義やその機能的意義を明らかにし
て，切歯発生の分子メカニズムの新規仮説を
提唱することを目指す。 
 
１） 切歯歯胚発生の過程を 3次元的に構築
して臼歯発生との違いを明確にする 

２） 胎生 16 日齢マウスの切歯唇側のエナ
メル上皮にみられる DEB of OEEで
の遺伝子発現やタンパクの局在を解
析し，発現パターンから生物学的意義
を推測する。 

３） DEB of OEEの形成に関わる遺伝子
群に対する機能喪失実験やタンパク
の徐放ビーズを用いた機能獲得実験
で遺伝子発現と DEB of OEEの形成
関係を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
１） マウス切歯の発生過程での DEB of 

OEEの発生の形態学的解析 
① CK14creマウスと ROSA26RTomatoをか
けあせて CK14cre/TdTomatoを作製する。
このマウスの下顎骨を固定した後，透明
化処理を行い，シートレーザー顕微鏡に
て 3次元構築して観察した。 

② 発生過程にある切歯歯胚での形成端か
らの連続切片を作製して組織学的に
dental bulge の位置や形態，細胞の桂太
学的な特徴の観察を行った。 
 

２） Fucciマウスを用いたDEB of OEEの細
胞周期の観察 
胎生16日のFucciマウスの下顎切歯を取
り出して，器官培養を行い，レーザー顕
微鏡にて細胞周期の変化を連続的に観
察した。    

 
３）DEB of OEEにおける細胞特性の解析 

 DEB of OEEにおけるタンパク発現を
観察するために胎生16日のFucciマウス
の下顎切歯連続切片を作製して免疫組
織学的解析を行った。 
 

４）中和抗体を用いて DEB of OEEの形態
学的変化や遺伝子発現の変化をしらべ
た。 

 
４．研究成果 
 
 我々は， まず，胎生 14日の切歯の発生過
程での上皮特異的赤色蛍光マウスの下顎骨
透明標本を作製して観察した。歯堤に連続す
るように鐘状期歯胚が 90 度回転した歯胚が
みられ，その唇側が遠心に向けて大きく膨ら
み伸張した形態を呈していた。この切歯歯胚
の 3次元立体構築像を横断面を軸に唇側と舌
側を 180度回転させると下顎第 1臼歯の像と
よく似ていることを見いだした。下顎臼歯歯
胚の歯堤の部分が切歯の唇側の上皮である
かのように見られた。 
   
 
 
 
 

E16のマウス切歯歯胚のライブイメージング写真。唇側
のエナメル上皮の外エナメル上皮（矢頭：dental bulge）
から細胞が生まれて切縁側と形成端側とに細胞が移
動していく。  

形成端側  
切縁側  



 
さらに，fucci マウスを用いて胎生期 16 日齢
の下顎切歯唇側上皮の成長における細胞周
期を観察したところ， DEB of OEEは細胞
分裂を起こさないで，形態形成の起点となっ
ている可能性が示唆された。 
 

 
次に同時期の下顎切歯の前頭断連続切片を
作製して観察したところ，唇側に存在する
DEB of OEE は舌側の口腔粘膜上皮との連
絡を示す歯堤と形態的位置関係において深
く関連しているように考えられた。 
 
これらの部位における細胞生物学的特徴を
調べるために免疫染色法にてタンパク発現
等について調べた。その結果，グリコーゲン
を貯蓄している細胞でもあることが明らか
となった。以上の結果から推測すると，唇側
の DEB of OEEは切歯唇側上皮が伸張して
apical bud を形成するためのシグナルセンタ
ーあるいは細胞の増殖移動のための起点と
して働いている可能性が示唆された。 
 
今回の研究においては，中和抗体を用いた結
果についてはいまだ十分に検証できていな
いため，データは割愛する。またノックアウ
トマウスやコンディショナルノックアウト
マウス，遺伝子過剰発現マウスなどの解析は
行われていないため。本質的な機能について
は推測の域を出ていない。今後さらに研究を
進めて切歯発生とエナメル上皮幹細胞のニ

ッチ形成のメカニズムを調べていく予定で
ある。 
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