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研究成果の概要（和文）：歯のエナメル質の形成機構を解析するために、独自に開発したエナメル芽細胞を蛍光
標識するマウスの解析を行った。第一に、このマウスのエナメル上皮から細胞を分離培養、あるいはゲル中で3
次元培養することに成功した。次に、エナメル質形成に必須のMatrix metalloproteinase-20 (MMP20)の欠損マ
ウスおよび過剰発現マウスとエナメル芽細胞標識マウスを掛け合わせ、顎骨を透明化し3次元観察すると、MMP20
過剰発現では細胞配列が顕著に乱れていた。さらに、生きたままのエナメル芽細胞を観察できるタイムラプスイ
メージング技術の開発を進めた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate enamel formation, we have generated a mouse model that labels 
ameloblasts through expression of a fluorescent protein (tdTomato). First, we isolated enamel organ 
epithelium cells from the mice and successfully cultured on tissue culture dish or  in collagen gel.
 Second, the amelogenin promoter tdTomato mice were mated with Matrix metalloproteinase-20 (MMP20) 
knockout mice or Mmp20 transgenic (Tg) mice. Mandibulars were dissected from these mice, cleared and
 observed by light sheet microscopy. Ameloblast layer were impaired in Mmp20 Tg mice. Finally we 
improved ameloblast timelapse imaging.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりエナメル芽細胞の動態を試験管内とマウスの生体内で観察することができるようになってきた。開
発中のエナメル芽細胞のタイムラプスイメージング解析で歯の発生過程を可視化することが可能である。さらに
解析技術の改良が必要ではあるが、平行して検討を進めているエナメル芽細胞分化における網羅的な分子レベル
の解析と組み合わせることで歯の形成の理解や、未だ実現していない歯再生技術への応用につながることが期待
される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
身体で最も硬い組織を作るエナメル芽細胞の分化やエナメル質の形成機構は、これまで組織

学的・生化学的な静的手法で研究されているが、連続的、三次元的、かつ動的な情報が少なく、
未だ十分な理解に至っていない。我々はエナメル芽細胞を特異的に蛍光タンパク tdTomato で標
識し、赤色に光るマウスの確立に成功した。これにより、in vivo 及び in vitro のライブイメー
ジング技術を駆使することでエナメル芽細胞のダイナミックな細胞動態や機能の解析や細胞の
分離同定が可能となった。 
ヒトにおいてエナメル蛋白分解酵素（MMP20）はエナメル質形成不全症の原因遺伝子の一つ

であるが、マウス MMP20 の欠損や過剰発現によって細胞間接着の破綻とエナメル芽細胞層の
形態異常、エナメル質形成障害が認められる。我々は、エナメル芽細胞が分泌する MMP20 が、
オートクライン/パラクライン的に細胞間接着分子である E-, N-cadherin の細胞外ドメインを切
断し、複合体をつくるβ-catenin の核内移行シグナルを調節することを明らかにしている。
MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウスとエナメル芽細胞標識マウスを各々掛け合わせ、それぞ
れのマウスのエナメル上皮細胞の単離培養法やライブイメージング等の解析を行う。 
 
２．研究の目的 
種々の遺伝子改変マウスと生体イメージング技術を用い、エナメル質の形成や石灰化機構を

エナメル芽細胞の動態やミネラルイオン輸送に着目して in vivo 及び in vitro 実験系にて明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
（１）エナメル芽細胞を特異的に蛍光標識するマウスからエナメル上皮細胞を単離した。エナメ
ル上皮細胞を tdTomato の蛍光によりソーティングし、tdTomato 陽性細胞と陰性細胞の遺伝子発
現を比較した。 
（２）エナメル芽細胞の蛍光標識マウスと MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウスを各々掛け
合わせ、これらマウスの下顎を CUBIC により透明化しライトシート顕微鏡で観察した。 
（３）エナメル芽細胞の蛍光標識マウスを ex vivo でタイムラプスイメージングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）エナメル芽細胞が蛍光標識されたマウスから
エナメル上皮を単離し、細胞を分離培養した。新し
いエナメル上皮細胞の培養細胞を用いた解析法を確
立することができた。この方法により単離した
tdTomato陽性のエナメル芽細胞は細胞塊として単離
される（図１）。この細胞塊は花びらの様な形をして
おり、我々はエナメルペタルと呼んでいる。このあ
る程度、生体内の性質を保った状態でゲル中で３次
元培養する方法を確立することで、今後、本件研究
の目的であるエナメル芽細胞の動態解析に利用でき
る可能性がある。 
（２）MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウスとエナ
メル芽細胞標識マウスの掛け合わせを行なった。
MMP20 は エナメ ル芽細胞 によ って 分 泌 さ れ
amelogenin 等のエナメル質タンパクを分解するが、
細胞間接着分子カドヘリンの細胞外ドメインを切断
し細胞接着・運動に関与することも明らかとなっている。本法により MMP20 発現レベルを調節し
たエナメル芽細胞の可視化や単離が可能となった。 
（３）エナメル芽細胞の配列を３次元的に観察するため、エナメル芽細胞蛍光標識マウスの顎骨
を透明化しライトシート顕微鏡で観察した。エナメル芽細胞が歯冠に沿って配列するのを３次
元で観察することができるようになった。また、MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウスについて
も透明化してそのエナメル芽細胞配列の３次元像を観察することができるようになり、MMP20 過
剰発現マウスではエナメル芽細胞の配列が顕著に乱れていることがわかった。 
（４）エナメル芽細胞を蛍光標識するマウスを用いてライブイメージングで細胞の挙動を観察
する技術の改良を行った。本蛍光標識モデルは細胞１つ１つを蛍光標識できるという特徴があ
るが、全てのエナメル芽細胞は同一蛍光色に標識される。画像解析ツールを用いて細胞ごとに擬
似カラーをつけ、ライブイメージングでエナメル芽細胞の挙動を解析することが可能になった
（図２）。この手法によりエナメル芽細胞が切歯の先端方向に集団遊走している現象を観察する
ことが可能になった。 



（５）ソーティングした tdTomato 陽性細胞
と陰性細胞の遺伝子発現を比較すると、陽
性 細 胞 で エ ナ メ ル 質 タ ン パ ク の
amelogenin、ameloblastin、MMP20 等の遺伝
子は陰性細胞と比較し高発現していた。さ
らに、MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウ
スとエナメル芽細胞標識マウスをそれぞれ
掛け合わせた tdTomato 陽性細胞をソーテ
ィングして遺伝子発現を検討した。Lamb3
と Lamc2 の発現がコントロールと比較し
MMP20 欠損マウス及び過剰発現マウスでと
もに上昇することが明らかとなった。 
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