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研究成果の概要（和文）：歯のエナメル質形成は、連続した上皮ー間葉細胞の相互作用による細胞の増殖、分化
により引き起こされ、最終的には組織特異的な基質の分泌やカルシムなどのイオン共有により、整列したエナメ
ル小柱有するエナメル質が形成される。歯の再生を目的とした人工エナメル質形成には、人為的にエナメル芽細
胞を誘導する培養方法の開発が必要である。そこで新たな３次元培養法を開発し、エナメル芽細胞分化に有効で
あるかどうかを検討した。その結果、新たな培養システムは、歯原性上皮細胞株SF2におけるエナメル質特異的
な基質の誘導と、石灰化を引き起こした。したがってこの培養法は、人工エナメル質形成に有効な手法であるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Enamel formation is known as a process that involves cellular proliferation,
 differentiation through sequential epithelial-mesenchymal interactions, secretion of 
tissue-specific matrix proteins (e.g., amelogenin), active conveyance of inorganic ions including 
calcium, and the onset of precipitation and orientation of enamel apatite cystals with enamel 
matrices. To form artificial enamel, in vitro differentiation system of ameloblast is useful to 
regenerate tooth and hard tissue. Here, we established new 3D culture system to induce ameloblast 
differentiation and calcification. A novel 3D culture for dental epithelial cell line SF2 induced 
enamel specific extracellular matrix, a meloblastin and amelogenin. Further, calcification was 
observed in this culture system indicating that this new culture method might be useful to form 
artificial enamel in vitro. 

研究分野： 小児歯科
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１．研究開始当初の背景 
 これまで歯の再生は、人工的に歯胚を作成
し、その人工歯胚を移植することで再生が試
みられてきた。しかしながらこの手法におい
ては、１）胎児由来細胞の利用による倫理的
な問題、２）大型器官の再生が困難（血管構
築ができない）、などの問題が存在すること
から、マウスなどの小型動物でしか歯再生は
行われておらず、ヒトへの応用は困難である
と考えられてきた。 
 歯胚の発生初期過程においては、予定歯胚
形成部位において上皮の陥入が生じ、その後
一連の上皮—間葉相互作用により歯が形成
される。この予定歯胚形成部位においては、
SHH、WNT10A などの液性因子（既知の上
皮陥入因子）が特異的に発現していることが
知られているが、これらの因子のみでは歯の
誘導を行なうことができない。そこで、歯胚
の陥入を誘導できる因子が同定できれば、歯
胚再生における上記の１）、２）の問題を解
決できると考えた。 
 またショウジョウバエを用いた研究にお
いて、上皮の陥入部位では、陥入領域の周囲
の上皮細胞にミオシン II が発現し、このミオ
シンが物理的に収縮することで、上皮の落ち
込みを誘導することが明らかになった（下
図）。このような上皮細胞の力学的極性化シ
ステムは、哺乳類の細胞においても働いてい
る可能性が考えられ、上皮の片側における細
胞レベルの収縮（basal 側ではなく apical 側
の収縮）により、上皮細胞の極性化と陥入が
規定されると考えた。つまり上皮細胞の片側
での圧縮力を再現することで、上皮陥入モデ
ルを構築できるという考えに至った。 
 

２．研究の目的 
 歯胚の陥入因子の同定を行なう為には、こ
れまで上皮陥入部位を組織学的に切断し、同
領域における遺伝子発現等の解析が行なわ
れてきた。しかしながら、マウスモデルにお
いては、リアルタイムに陥入を追跡すること
はできず、この２０年間世界中で行なわれて
きた従来法では、新たな歯胚誘導因子の同定
に至っていない。そこで本研究では、研究の
期間内に、１）リアルタイム観察が可能な in 
vitro における上皮細胞極性制御による上皮
陥入モデルの作成と、２）最新の遺伝子・蛋
白スクリーニングシステムと上皮陥入モデ
ルを用いた新規上皮陥入因子の同定を行な

う。 
 
３．研究の方法 
 本研究においては、これまで再生医療の分
野で応用されてきた熱変性細胞培養シート
と人工基底膜を応用し、口腔寝粘膜上皮細胞
および歯原性上皮細胞の単層培養おこなう。
その後、力学的に細胞極性を制御することで、
上皮陥入の in vitro モデルの構築を行う。 
 次に、この上皮陥入モデルを用いて、従来
の DNA マイクロアレーやプロテインアレー、
さらには次世代シークエンサーを用いた
mRNA のダイレクトシークエンスにより、陥
入部位の上皮細胞に特異的に発現する新た
な分子のスクリーニングを行なう。 
 
（１）力学的な上皮細胞極性制御による上皮
陥入モデルの構築 
 胎生期のマウス口腔上皮細胞（Fucci マウ
ス由来）と、当教室で樹立したラット由来
歯原性上皮細胞株 SF2 を用いて実験を行
う。まず、セルシード社製の熱変性細胞培
養シート作成 dish 上に人工基底膜（ラミニ
ン、IV 型コラーゲンコート）を作製し、マ
ウス口腔上皮細胞および SF2 細胞の単層
培養を行なう。 
 培養した上皮細胞を細胞シート化し反転
させ、細胞の上面を細胞進展側に、基底膜
がわを上方に位置し、継続培養を行なう。
細胞進展装置は細胞付着面をすでに進展さ
せた状態で保持する。 
 その上に I 型コラーゲンゲルと歯原性間
葉細胞（マウス由来 mDP 細胞）を培養し、
３次元培養をおこなう。そののち、細胞進
展装置の進展力を解除することで、上皮細
胞表面の中心に圧縮力を付与し、上皮細胞
の apical 側と basal 側との細胞面積を改変
することによる上皮細胞極性制御を行なう。 
 
（２）上皮陥入モデルの評価（従来の陥入因
子の発現と、陥入上皮細胞の増殖評価） 
 上記の培養法で培養した上皮細胞での、進
展力解除前後における shh、Wnt10a の発現に
ついて Real-time PCR にて確認する。またシ
ョウジョウバエで陥入部位において発現の
確認されているミオシン関連分子群の発現
変化も確認する。 
 次に、当教室で保有する細胞増殖モニター
マウス（細胞周期により細胞の核が２色に変
化）由来上皮細胞を利用した際は、共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いたタイムラプスにより、
上皮陥入部分におけるリアルタイムの細胞
増殖の観察を行なう。 
 初年度において、上記培養法で得られた進
展力解除前後における上皮細胞の mRNA ある
いは蛋白を抽出し、DNA マイクロアレーやプ
ロテインアレー、さらには次世代シークエン
サーを用いた mRNA のダイレクトシークエン
スによる解析準備を進める。 
 



４．研究成果 
 熱変性細胞培養シート作成 dish 上に人
工基底膜（ラミニン、IV 型コラーゲンコー
ト）を作製し、マウス口腔上皮細胞および
SF2 細胞の単層培養を行った。その後、細
胞を反転させ、進展刺激を加える試みを重
なったが、歯原性上皮を一旦剥離させると、
細胞の生存率が著しく減少し、その後の研
究がうまく実施できないことが明らかとな
った、一方で間葉細胞に用いる予定であっ
た I 型コラーゲンゲルを用いた培養法を、
歯原性上皮細胞培養に応用した結果、こち
らの方は細胞の生存率を維持したまま長期
培養が可能であることが明らかとなった。 
 次に、これら細胞シートを進展刺激させ
た結果、shh、Wnt10a の発現が誘導された。
また、ミオシン II の発現に関しては、進展
直後においては大きな変化は認められなか
った。しかしながら、進展のみでは歯原性上
皮細胞の最終分化であるエナメル芽細胞へ
の分化誘導は行うことができず、新たな培養
法の開発が必要と考えられた。 
 
そこで、３次元の球形状態を維持させる為の
あらたな培養ディバイスを開発し、人為的に
細胞極性を維持することで、歯原性上皮細胞
のエナメル芽細胞分化誘導を試みた（下図）。 
本装置の特徴は、球形培養した際に細胞塊全
体に酸素供給が行える状態となっており、こ
れまでの球形培養と比較して長期に培養す
ることが可能であること、また細胞数を調整
することで、安定した細胞間結合を維持でき
る特徴を有している。 

 
 本培養装置を用いてSF2細胞を３次元培養
し、細胞増殖に関しては細胞塊に含まれる
DNA の含有量を、エナメル芽細胞の分化に関
しては、アメロブラスチン（AMBN）およびア
メロジェニン（AMEL）の発現を RT-PCR にて
確認した。 
 

その結果、従来の２次元培養と比較して、３
次元培養では細胞塊でのDNA含有量が変化し

ないことから、積極的な細胞増殖は認められ
ないことが確認できた。さらにエナメル芽細
胞分化に関しては、２次元培養と比較しても
極めて効率よく AMBN や AMEL の発現誘導が行
われていた（上図）。このことから、新たな
３次元培養法は、エナメル芽細胞分化に有効
なツールとなることが示唆された。 
 次に、これらエナメル質に特異的な基質
が、蛋白として細胞塊中に存在するかどう
かを、免疫染色にて確認した。AMBN は培
養期間中、細胞塊に存在し続けることが確
認された。一方、AMEL においては培養初
期においては、その発現が確認できるが、
後半においてその発現は消失していた（下
図）。また、AMEL の分解酵素の１つであ
る KLK4 に関しては、培養の後半より発現
が上昇しており、その発現に伴って AMEL
の染色が減少した。このことから、培養後
半においては、KLK4 の発現上昇に伴い、
AMEL が分解されることで、AMEL の染
色が減弱したものと考えられる。 

 
 このような現象は、in vivo においてはエ
ナメル質の成熟過程において認められるこ
とから、我々の３次元培養法は、エナメル
芽細胞の最終分化過程まで再現できる可能
性が示唆された。 
 そこで、これらの培養により、エナメル
芽細胞の最終分化である石灰化の過程まで
を本装置で再現できるかどうかを検討した。
そこで、３次元培養した細胞塊に骨分化誘
導培地添加し、Vin Kossa 染色にて石灰化
の有無を検討した。培養初期においては
Von kossa 陽性の石灰化は全く認められな
かったが、培養５日目以降においては、非
分化誘導培地においても石灰化が認められ、
分化誘導培地中ではその石灰化が亢進した。
このことは、通常の２次元培養においては、
エナメル芽細胞の in vitro での石灰化を誘
導することが難しいが、３次元培養におい
ては特別な分化誘導培地がなくとも、エナ



メル芽細胞に分化し、最終的には石灰化誘
導まで in vitro で行えることが確認できた
（下図）。 

 
 我々はさらに、この３次元培養をより効
率よく、in vivo に近い状態で再現する目的
で、歯原性上皮細胞の細胞極性決定に関わ
る新たな分子スクリーニングを行った。そ
の結果、歯胚に特異的に発現する分子とし
て Pkp1 を同定した。 

マイクロアレーにおいて、歯胚と体全体と
の遺伝子発現解析から、Pkp1 は、歯胚に
強く発現し（上図 A）、その組織発現は歯胚
と皮膚に強く、歯の発生段階に応じてその
発現は上昇した（上図 B, C）。更に、歯胚
組織の中でも、上皮細胞に特異的な発現を
示した（上図 D）。 
 さらに、この Pkp1 が、歯の発生に重要な
因子であるかどうかを確認する為に、歯胚の
器官培養系に Pkp1 の遺伝子発現を抑制する
siRNA を導入した結果、PkP1-siRNA の添加に
より、歯胚の大きさが小さくなることが明ら
かとなった。このことから、Pkp1 は、歯胚形
成に極めて重要な因子であることが判明し

た。そこで、細胞極性に関与するかどうかを
検討する目的で、SF2 細胞を培養し、極性決
定に関わる E-cadherin や ZO-1 との関連性に
ついて検討した。SF2 を培養した際に、
E-cahderin や Zo-1 は細胞間において境界明
瞭に染色されるが、Pkp1-siRNA を添加し、
Pkp1 の発現を抑制した状況では、ZO-1 の局
在が乱れ、細胞極性が失われることが分かっ
た（下図）。このことから、Pkp1 は歯原性上
皮細胞の細胞極性決定に極めて重要な新規
分子であること明らかとなった。 

 
これらの知見をもとに、新たな３次元培養
技術と、極性決定に関わる新規分子の応用
により、より効率的なエナメル芽細胞誘導
法、さらには人工エナメル質形成の為の新
技術開発に繋げていきたい。 
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