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研究成果の概要： 
臼歯の歯根形成にはヘルトヴィッヒ上皮鞘(HERS)が重要な役割を果たすことが知られているが、

その中で理解が乏しいHERS発達のメカニズムについて今回検討した。我々は２つのオリジナルな

器官培養系を用いて上皮成長因子epidermal growth factor、インスリン様成長因子 

insulin-like growth factor –Iが、それぞれ歯冠形成からHERS形成の移行時期、HERSの伸長・
発達に重要な作用を示すことを明らかにした。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 再生生物学の進歩と培養技術の発達によ
り、齧歯類切歯由来の上皮性組織幹細胞を用
いた研究（Harada ら, 2002）や組織再結合
による臼歯の歯冠形成(Young ら, 2002)の研
究などが報告され、歯胚再生の研究は進んで
きた。埋伏歯や歯根未発達歯の再植、組織再
結合により得られた歯胚を用いた歯牙再生
を考える際に歯周組織を形成させ、歯を機能
状態で安定・維持させることが重要であり、
そのためには歯根形成・萌出機構の解明は重
要であると考えた。しかし歯冠形成に関する
さまざまな発生メカニズムの解明がなされ

てきた一方で、臼歯歯胚の歯根伸長や歯の萌
出を司るメカニズムについては未だ不明な
点が残されていた。この原因のひとつに歯冠
形成機序の解明に有効な実験系として役割
を果たしてきた従来の器官培養系が生後歯
胚では機能しなかった(Slavkin ら、1990)こ
とが考えられた。そこで我々は臼歯歯根の形
態形成を調節するメカニズムを解明するた
めに必要な、生後歯胚の培養が可能な新しい
器官培養系を考案した (Fujiwara ら, 2005)。
そしてヘルトヴィッヒ上皮鞘（HERS）の発
達には外エナメル上皮の細胞増殖が重要な
な因子となることを報告した。 
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この器官培養系の主要な特徴は 3点あり、そ
れは 1)歯根が in vivoと同様、下方へ向かっ
て形成される系であること、2)HERS の分化
の時期からセメント質形成まで生後臼歯歯
胚の発達を広く観察できること、3)無血清器
官培養系を用いることで外因性に添加した
因子の作用や標的細胞の動態を直接観察で
きることである。さらに我々は歯胚を薄切し
た後に器官培養を行う別の培養法も確立し
ており、我々の持つ技術を体系的に組み合わ
せることで歯根形成機序の解明を進めるこ
とができると考え本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 歯根形成に HERS が重要な役割を果たす
ことは良く知られているが、その詳細につ
いてはよく分かっていない。我々の研究目
的は臼歯歯胚によって、歯根形成を調節す
る因子の解明と HERS の歯根形成における
細胞や分子のダイナミクスについて比較検
討し、作用部位や作用機序の詳細を明らか
にすることである。また器官培養系は in 
vivo と同様の組織間相互作用が維持されて
いるのが最も大きな特徴であり、この利点
を利用して歯根形成メカニズムを解明する
実験系の確立を目指し包括的な研究へとつ
なげたい。今回我々は２つのオリジナルの
器官培養系を用いるが、後述する slice 
cultureの生後臼歯歯胚への応用は開発中で
あり HERS 内の細胞ダイナミクスを観察す
るために調整する必要がある。この培養法
は従来の期間培養系では不可能であった組
織の形態的変化をリアルタイムで観察する
ことを可能にするもので本実験において必
須であり、この培養条件を確立し、実験系
を完成させるのが第一の目的とする。一方
で我々はもう一つの培養系を使って
insulin-like growth factor (IGF)-I (Fujiwara
ら , 2005) や fibroblast-growth factor 
(FGF)-10 (Tamaki- Yokohamaら, 2006)が歯
根形成において重要な役割を果たすことを
報告した。しかし培養細胞などで 齧歯類
の切歯の萌出を促進するとして Klein ら
(1994) によって報告された epidermal 
growth factor (EGF)などの他の因子に関し
てはほとんど分かっていない。そこで本研
究の２つ目の目的としてこれらの因子（と
その receptor）が HERS の形成機序にはた
す役割を添加（生理的濃度・過剰投与）実
験、機能抑制実験により検索する。 
 またすでに我々は HERS において外エナ
メル上皮 (OEE) 細胞の分裂活性が内エナ
メル上皮 (IEE)より高いことを報告した
(Fujiwara ら, 2005)。通常相接する２つの細
胞層の細胞分裂に不均衡が生じれば HERS
の形態もどんどん彎曲していくと考えられ
るが、実際はそうならない。このことは

HERS の形態維持や長さ（サイズ）の維持に
何らかの独特のメカニズムが存在している
と考えられる。我々は HERS の維持には細
胞分裂の盛んなOEE 細胞が積極的に関わっ
ていること、そして IEE は間葉細胞との相
互作用を維持し歯根象牙質形成・HERS の断
裂のタイミングを調節することによってセ
メント質形成のトリガーとしての役割も担
うと考えている。本研究における３つ目の目
的は、HERS の OEEと IEE とでは役割が異
なり、その協調的作用が HERS の維持や歯
根形成に関係しているという我々の仮説（図
1）を証明することである。 

 
 

１，歯冠形成時にはIEE細胞の増殖分化が活発

で、分化したエナメル芽細胞はエナメル質形

成を行う。２，IEE細胞の増殖が停止し、エナ

メル芽細胞への分化する細胞も枯渇し、歯冠

形成が終了する。３，OEE細胞（黄色）の増殖

は継続し、増殖した細胞は先端部へ移動し、

HERS形成を始める。４，OEE細胞の増殖は継続

し、先端部でHERSを形成し続けるが、他方咬

頭頂側のHERSは歯根の伸長に伴い上皮の層は

しだいに断裂(ERM)を始める。 

 
３．研究の方法 
（ １ )HERS 発 達 の 観 察 に 最 適 な slice 
cultureの培養条件の確立 

（２）各ステージの歯胚のHERSへのマイクロ
インジェクション条件の確立 

（３）HERSにおけるIGF-I, PDGF, EGFと各因
子のレセプターの発現についての経時
的、免疫組織化学的観察 

（４）器官培養下でのHERS発達における成長

因子の効果についての検索 

１，EGFの至適濃度の検索 
２，EGFの作用の検索 
（１）対照群、（２）EGF添加群、（３）
中和抗体添加群の３群それぞれの培養
液を用いて培養し、形態学的にまたHERS
の形態計測による差異を評価する。 

３，EGF receptor の作用の検索 
（４）EGF receptorの中和抗体添加群、
（５）EGF receptor kinase inhibitor
で あ る tyrphostin 添 加 群 、（ ６ ） 
tyrophostin＋外因性EGF添加群にて培
養し、形態学的にまたHERSの形態計測に
よる差異を評価する。 

図 1 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同様にIGF-Iとplatelet derived growth 
factor (PDGF)についても行う。 

 
４．研究成果 
（１）HERS形成時の細胞ダイナミクスを観察

するために、脳の研究で用いられているSlice 

cultureを応用することを計画した。そのため

HERSの形成過程の観察に適したSlice 

cultureの培養条件の検索を行った。その結果

、生後歯胚の中でもまだ歯冠部の硬組織の形

成が未発達な時期の歯胚である、生後(P)０~

１日齡のマウス下顎臼歯歯胚が培養開始時期

として操作しやすいこと、スライスする組織

の厚さは200μmに設定することで、培養後の

組織の維持が良好で、かつ細胞ダイナミクス

の観察も可能であること、またその時用いる

包埋材は様々な濃度を検討した結果、５％寒

天が試料の包埋、スライス、培養後の維持に

置いて良好な結果を得られること、さらにス

ライスした切片はTrowell法にて培養するこ

とが培養中の組織の立体構築の維持やその後

の発達過程を観察するのに適していることな

どを明らかにすることができた。 

 

（２）上記で示した仮説を検証するために

HERS細胞の動態に関して２つの実験を行った

。まず、サービカルループの細胞やHERS細胞

へ生体色素DiIをマイクロインジェクション

（図２）し、リアルタイムイメージングによ

り観察した。OEE細胞にDiIをマイクロインジ

ェクションすると、サービカルループ周辺で 

DiIを保持したOEE細胞が、HERSの形成過程と

共に先端方向へ移動していく様子が見られ、

一方でIEE細胞にDiIをマイクロインジェクシ

ョンすると、その移動はOEEと反対方向への流

れを示すことを動画映像として捉えることが

できた（図３には動画から得られた経時的な

写真を５つ配列した）。 

次にGFP(Green Fluorescence Protein 発現)

マウスの生後臼歯歯胚を用いてHERS形成へ移

行する時期のサービカルループの先端部での

細胞動態を蛍光実体顕微鏡システムによるリ

アルタイムイメージング像をコマ撮り画像と

して観察した（図4には一部の写真を経時的に

９つ配列した）。 

 

図２ 

図３ 

図４ 

その結果、DiIインジェクションの結果を追証

することができ（図４）。（図4はサービカル

ループ先端が上方に向けて配置してある。ま

た細胞の移動や形態変化が大きい細胞は蛍光

強度が強く、明るく見える。） 

 

これ以降の結果については、限られた記入ス

ペース・字数のため、HERSの形成過程に対す

る影響を調べたEGF、IGF-I、PDGFの中から、

最も顕著な変化が認められたEGFについての

結果を中心にまとめ、他の因子については最

後に総合的な図の中でまとめる。 

 

３）EGFの受容体であるEGF receptorに対して

免疫組織化学的な検索を行った。EGF 

receptorは胎生期歯胚から生後HERS形成が開

始される前までのサービカルループに発現し

ていたが、HERSが形成されると、この部位か

らしだいに減少し、最終的に消失した（図５

）。具体的には胎生期17日(E17)から生後２日

齡(P2)のサービカルループには褐色に染まる

EGF receptor陽性の上皮層が見られる。一方

で生後４日齡(P4)のサービカルループではそ

の反応が弱まる。生後５日齡頃からHERS形成

が始まり、このHERS形成期に入った生後６日

齡(P6)の歯胚のサービカルループからはEGF 

receptorに対する反応が消失した。 

図５ 

この歯冠形成期から歯根形成に至る過程にお

ける外因性に添加したEGFの効果について検

討するために、我々が独自に考案した器官培

養系と従来からのTrowell法を用いて、さまざ

まな発達段階の歯胚の器官培養を行った。 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EGFを添加して1週間培養することによって、

歯冠形成期(P0-3)の歯胚では星状網の領域が

拡大した（図6はP1の歯胚、右図がEGF投与群

、左は対照群）。IEE、星状網(SR)、OEEでの

BrdUの取り込みによる 

図6 

 細胞分裂活性を調べた所、対照群に比較し

EGF添加群ではOEEとSRの活性が有意に高い直

を示し（図７）、図６で示す形態学的研究か

ら得られたデータを裏付ける結果となった。 

図7 

 次に、HERS形成期(P5)の歯胚にEGFを添加し

て同様に1週間培養を行った。その結果、EGF

添加群では、本来消失しているべき、IEE&OEE

の間の細胞層が残存し、HERS形成が阻害され

ていることが判明した（図８の中央の図）。 

またEGF receptorの阻害剤(tyrophostin, TY)

をEGFと同時に添加して培養したHERS形成期

歯胚（図8の右図）では対照群（図８の左図）

と同様に正常なHERSの発達を示した。 

図8 

 歯冠形成期の実験と同様にBrdUの取り込み

による細胞分裂活性を調べた（図９）ところ

、対照群に比較しEGF添加群では、IEE,OEE,SR

の活性が有意に高い直を示した。本来、対照

群では消失しているSRの活性がEGF添加群で

は高い値で維持されており、特に特徴的であ 

図９ 

った。これはEGFによる星状網細胞の増殖促進

作用の結果生じたものであると考えられた。 

P5臼歯歯胚にEGFを添加して培養をさらに2週

間継続すると、その培養歯胚ではエナメル芽

細胞の分化が継続し、エナメル質が歯冠部か

ら連続的に分泌（矢印）し、HERSの形成に移

行することに失敗し、歯根形成も行われてい

ないことが観察された(図10の右図)。 

図10 

 一方で、歯根形成期(P9)歯胚の器官培養では

EGFの影響は見られず正常なHERS形成が観察

された（データは示していない）。 

 以上のことから歯冠形成から歯根形成への

移行期において、HERSの発達・形成にはEGF

が重要な調節因子として機能していることが

判明した。 

 切歯は舌側に歯根様のHERS唇側にapical 

budが存在し、apical budはSRを維持している

ことが知られるので、切歯を用いたTrowell

器官培養を行い、EGFのおよぼす影響について

検証した。 

図11 

切歯歯胚にEGFを添加して培養すると、EGF添

加群（図11の中央の図）はHERSのIEEとOEE間

で、本来ほとんど観察されないSRの領域が拡

張した（中央の図の赤枠インセット図）。一

方、EGF receptorの阻害剤(TY)の添加群（図

11の右図）では、HERSはもとよりapical bud

の星状網が対照群（図11の左図）よりも退縮

する傾向が観察された。 

臼歯と切歯から得られた結果と併せて考える

と、EGFはSRの維持、さらに臼歯においては

HERS形成に関わっていることが追証できたと

考えている。 

 本研究から得られた結果を元に、HERS形成過

程における成長因子の影響についてのシェー

マを図12に示す。 

 

 歯冠形成から歯根形成期への移行期におい

てそれまで歯髄に発現していたFGF10が消失

し、このことがエナメル上皮の幹細胞の消失

を招き、その結果歯根形成に移行することが
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すでにTamaki- Yokohamaら (2006)によって
報告されている。本研究においては、さらに

HERS形成が開始するためには星状網の消失が

重要な現象であり、この現象にはEGFが重要な

役割を果たしていることを明らかにした。ま

たHERSが形成された後はIGF-IがHERSの伸長

を促進することで歯根形成を調節しているこ

とも分かった。しかし、今回 PDGFについても

検討を行ったが、歯根膜にリセプターの発現

が存在するものの、本課題の研究期間内では

、歯根形成に対する影響を明確にとらえるこ

とができなかった。 

図12 

 本研究課題において、独自の培養法を確立す

ることができ、また我々の立てたHERS形成に

関する仮説を検証することができた。中でも

HERSの発達・形成にはEGFとIGF-Iが重要な調

節因子として機能していることが判明した。 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