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研究成果の概要（和文）： 
基底膜型へパラン硫酸プロテオグリカン・パールカンがエナメル器形成にどのように関
与しているかを解明するために、パールカン上皮細胞過剰発現系トランスジェニックマ
ウスおよびノックアウトマウスを用いて、星状網形成からエナメル器退縮までの全過程
にけるパールカンおよびパールカン関連シグナル分子の経時的変化について検索した。
胎生期歯胚では星状網の形成に伴い、パールカンおよびパールカン関連分子が細胞間隙
に沈着し、星状網細胞によるパールカン生合成はエナメル器の成長ならびに退縮にあわ
せて時期特異的に厳密に制御されていた。従って、パールカンは巧妙に時間的発現調節
がなされながら、歯の発育を制御する重要なシグナル分子と相互作用を示し、エナメル
器形態形成に必要な時空間特異的な細胞外環境を形成していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Perlecan, a heparan sulfate proteoglycan, plays an important role in cellular growth, differentiation, 
adhesion and motility by its interaction with growth factors and cytokines. During odontogenesis, 
perlecan started to be localized in the central area of the epithelial tooth bud, and with the maturation 
of the enamel organ, it accumulated in the intercellular spaces of the stellate reticulum.  

To understand the role of perlecan in enamel organ morphogenesis, we analyzed a keratin 
5-perlecan transgenic mice that over-express perlecan in epithelial cells, and examined their tooth 
germs. The overexpression of perlecan in the enamel organ resulted in irregular morphology of teeth, 
suggesting that the expression of perlecan regulates growth factor signaling in a stage-dependent 
manner during each step of the interaction between ameloblast-lineage cells and mesenchymal cells. 
The time schedule of the intraepithelial expression of perlecan seems to be controlled critically in the 
process of odontogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 

 歯胚発生初期において、エナメル器内

には細胞間隙が拡大した星状網構造が形

成され、将来の歯冠形成の発育スペース

の確保とともに、乏血管環境におけるエ

ナメル器細胞分化に必要な栄養輸送に重

要な役割をはたすと考えられている。ま

た、エナメル器星状網の発育は将来の歯

冠形態の決定にも重要であることが予想

される。しかし、星状網構造の形成機構

についてはほとんど研究がなされておら

ず、その具体的機能に関しても未解決の

ままであった。近年、我々はマウス歯胚

エナメル器発育過程において、星状網細

胞が基底膜型へパラン硫酸プロテオグリ

カン・パールカンを産生し、細胞間隙に

パールカンを多量に沈着させていく過程

をあきらかにした。さらにケラチン 5 プ
ロモータをもちいて歯胚エナメル器細胞

にパールカンを過剰発現させるパールカ

ントランスジェニックマウスの作製に成

功し、同マウスの臼歯歯胚では星状網細

胞間隙の拡大とエナメル器内の細胞分化

に乱れが生じ、完成臼歯においては歯冠

形態の鈍縁化が生じることが予想されて

いる。つまり、星状網細胞による細胞外

基質としてのパールカン発現量がエナメ

ル器の発育、ひいては歯冠および歯根形

態に影響をあたえる可能性が示されたの

である。それでは、星状網細胞による時

期特異的なパールカンの発現調節には、

どのようなシグナル伝達経路が関与して

いるのだろうか？ 

 現在までに、歯の発生・発育にかかわ

る多数の成長因子や転写因子の発現が明

らかにされており、星状網形成初期にお

いては FGF・TGF-ß・Wnt・Msxなどのシ
グナル分子が星状網に発現することが判

明している。したがって、パールカンが

これらの因子により制御あるいは相互作

用を示しながら発現調節がなされ、星状

網構造を形作ると予想されるが、歯胚に

おけるパールカンシグナル調節機構と星

状網形成との関係についての研究はなさ

れていない。そこで、本研究課題では、

エナメル器星状網においてパールカン遺

伝子発現を制御しているシグナル分子を

特定し、特徴的な星状網構造の形成機構

について解析した。 
 
２．研究の目的 

 第一に、正常およびパールカントランス

ジェニック（TG）マウスにおいて、パール
カンと相互作用を示すことが予想される成

長因子、転写因子などのシグナル分子のエ

ナメル器星状網形成過程における動態につ

いて、in vivoで組織学的に検索する。 

 第二に、パールカンノックアウト（KO）
マウスの歯胚の経時的な形態変化を組織学

的に検索する。次にエナメル器星状網に焦

点をしぼり、上記と同様の実験手法にてパ

ールカンTGマウスの結果と比較しながら、
パールカン遺伝子発現を制御しているシグ

ナル分子を特定する。 

 第三に、正常マウス、パールカン TG マ
ウス、パールカン KO マウスより単離した
星状網細胞の初代培養系を確立し、上記ま

でに特定されたパールカン関連シグナル分

子の遺伝子ノックダウン法にて、星状網細

胞の形態変化、各種因子の蛋白質発現と遺

伝子発現変化を検索することにより、星状

網細胞におけるパールカン関連シグナル伝

達経路を再検証する。 
 
３．研究の方法 

 正常マウス、パールカン TGマウスお
よびパールカン KOマウス歯胚組織を用
いて、パールカン関連シグナル分子の星

状網形成過程における動態について、in 
vivoでの免疫組織化学的検索ならびに遺
伝子発現解析を行った。次に、各々のマ

ウス歯胚の器官培養ならびに星状網細

胞の初代培養系にて、パールカン関連シ

グナル分子の蛋白質発現と遺伝子発現

変化を検索し、星状網細胞におけるパー

ルカン関連シグナル伝達経路を検索し

た。 

 
(1)正常マウスおよびパールカン TG マウス
歯胚組織での検索 

 ①免疫組織化学的検索  

胎生期から出生後の正常およびパールカ

ン TG マウス下顎骨を切除後、パラフィ
ン連続切片を作製し、臼歯歯胚組織の星



 

 

状網形成からエナメル器退縮までの全過

程におけるパールカン関連シグナル分子

（BMP・FGF・TGF-ß・VEGF・Wnt・
Hedgehog）およびパールカン受容体
(dystroglycan、integrin-ß1)の経時的局在に
ついて酵素抗体法にて検索し、パールカ

ンの局在と比較した。 

②RNAハイブリッド組織化学的実験  

上記パールカン関連分子およびパールカ

ン受容体の RNA プローブを作製し、in 
situ ハイブリダイゼーション法にて星状
網細胞での遺伝子発現の有無を検索し、

パールカン発現細胞との関係を明らかに

した。 

③星状網細胞の遺伝子発現解析  

上記項目(1)-①の一部を凍結切片とし、

レーザーマイクロダイセクションによ

り各発育段階のエナメル器星状網細胞

のみを分離して採取し、RT-PCR法にて
上記のパールカン関連シグナル分子の

発現変化について検索し、パールカン遺

伝子発現と比較した。以上までの結果よ

り、星状網細胞におけるパールカン遺伝

子発現変動と関連している分子種を予

想した。 

 

(2)パールカン KO マウス歯胚組織におけ
る検索 

①病理組織学的検索 

NIDCR・山田吉彦博士（研究協力者）
より供与されたパールカン KO マウス
について、胎生期から出生後の頭部組織

のパラフィン切片作製後 HE 染色を行
い、各歯胚発育段階におけるエナメル器

の形態変化や細胞分化、ならびにパール

カン TG マウス歯胚で観察された歯

冠・歯根形態の変化に着目しながら、パ

ールカン欠失における歯胚発育異常の

有無を観察した。 

②免疫組織化学的検索 

胎生期から出生後の臼歯歯胚星状網の形

成から退縮過程におけるパールカン関連

シグナル分子およびパールカン受容体の

経時的局在について酵素抗体法にて検索

した。 

③RNAハイブリッド組織化学的実験  

パールカン関連分子の RNA プローブ

をもちいて、in situ ハイブリダイゼー
ション法にて星状網細胞での遺伝子発

現の有無を検索した。 
④星状網細胞の遺伝子発現解析  

パールカン KOマウス歯胚組織より凍結
切片を作製し、LMDにより各発育段階の
エナメル器星状網細胞を採取し、RT-PCR
法にて上記のパールカン関連シグナル分

子の発現変動について検索した。 
 
(3)パールカン過剰発現およびパールカン欠
失星状網細胞をもちいた in vitro解析 

①星状網細胞の初代培養系の確立  

正常およびパールカン TG マウスの歯胚
組織より星状網細胞を分離培養し、各々

の初代培養系を確立した。同細胞株をも

ちいて、星状網細胞の形態変化、蛍光抗

体法によるパールカン関連分子の蛋白質

発現を確認するとともに、RT-PCR 法にて

遺伝子発現変化を検索し、星状網細胞に

おけるパールカン関連シグナル伝達経路

を再検証した。 
②遺伝子抑制実験  

正常マウスの胎生 13 日齢臼歯歯胚組織

を摘出し、Trowell法にて 7日間器官培養
を行った。その際、パールカンアンチセ

ンスオリゴを添加し、パールカン発現制

御と星状網形成との関係を明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
 

(1)正常マウスおよびパールカン TG マウス
歯胚組織におけるパールカン関連分子の
動態 

マウス胎生期臼歯歯胚では、星状網の形成

とともにパールカンが星状網細胞間隙に

局在しはじめ、同時に星状網細胞はパール

カン受容体（α-dystroglycan）を発現し、
FGF・TGF-ß1・VEGFも細胞間隙に沈着し
ていた。胎生期後期のエナメル器内への血

管侵入の時期にはそれら増殖因子の発現

が強調されていた。次いで、出生後のエナ

メル器退縮過程では、星状網細胞によるヘ

パラナーゼ産生が亢進し、パールカン合成

の停止・糖鎖の切断が生じ、増殖因子も血

管周囲のみに限局してエナメル器の容積

の急激な減少をもたらしていた。TGマウ
スでは、星状網におけるパールカンの過剰



 

 

発現により、胎生期後期でパールカン関連

増殖因子ならびにパールカン受容体の発

現亢進が確認され、エナメル器の膨張と星

状網細胞間隙の拡大がみとめられた。した

がって、歯胚エナメル器におけるパールカ

ンの局在ならびにパールカン関連シグナ

ル分子の細胞間隙への沈着が星状網形成

ならびに血管侵入に始まるエナメル器退

縮の制御に重要であることがあきらかに

なった。 
 

(2) パールカン KOマウスにおける歯胚発育
変化とパールカン関連分子の局在 

正常マウスおよびパールカン KOマウス
を用いて、臼歯歯胚組織の各発育段階に

おいて、歯胚形態の変化およびパールカ

ン関連分子（FGF-2・fibronectin・tenascin・
heparanase・heparan sulfate）、パールカン
受容体(dystroglycan、integrin-ß1)、基底膜
分子（laminin・collagen type IV）ならび
にエナメル器細胞の分化マーカー

（amelogenin・ameloblastin）の経時的局
在について免疫組織化学的ならびに in 
situ hybridization法をもちいて検索した。
その結果、パールカン KOマウス臼歯歯
胚は正常同腹マウスの歯胚と比較して小

さく、エナメル器細胞の発育分化の不良

が確認された。免疫組織化学的には、胎

生 18 日齢の正常マウスではエナメル芽

細胞分化マーカーである amelogeninなら
びに ameloblastinの発現が認められるも
のの、パールカン KOマウスではそれら
の発現がみられず、さらに中間層細胞の

分化も確認されなかった。パールカン以

外の基底膜分子の局在変化は認められな

かった。したがって、パールカンはエナ

メル器細胞の増殖ならびに分化過程に重

要な役割を担っていることが示唆された。

前項のパールカントランスジェニックマ

ウスでの結果と合わせ、歯胚エナメル器

におけるパールカンの局在ならびにパー

ルカン関連シグナル分子の細胞間隙への

沈着が、エナメル器の形態形成に重要で

あることが示唆された。 

 

(3)in vitro系におけるパールカン過剰発現
およびパールカン発現抑制による歯胚
発育変化 

マウスエナメル器細胞の初代培養細胞を

用いて、パールカンと星状網細胞分化に

ついて in vitro系にて検索した。さらに、
マウス歯胚器官培養系にて、アンチセン

ス法によりパールカン遺伝子発現を制御

し、歯胚発育変化について組織学的に解

析した。エナメル器細胞培養実験では、

通常培養皿およびパールカン含有マトリ

ゲル上にて培養後、細胞骨格（サイトケ

ラチン 14、ファロイジン）、パールカン

受容体(α-dystroglycan、integrin-ß1)、なら
びにエナメル器細胞の分化マーカー

（ALP, amelogenin, ameloblastin）の発現
変化について、蛍光抗体法にて観察した。

その結果、マトリゲル上ではエナメル器

上皮細胞は細胞骨格が放射状に走行する

紡錘形の星状網細胞様に変化し、細胞表

面にはパールカン受容体（α-dystroglycan）
の発現を伴っており、in vivoでの星状網
細胞の染色結果が反映されていた。従っ

て、細胞外のパールカンが星状網細胞分

化に重要であることが証明された。さら

に、器官培養実験では、パールカンアン

チセンスDNAを胎生13日齢臼歯歯胚に遺

伝子導入し、 7 日間培養した。その結果、

エナメル器の形成は認められたものの、

エナメル器内での細胞分化が悪く、さら

に、歯乳頭細胞の細胞密度も低下してい

た。したがって、パールカンはエナメル

器細胞分化に重要な役割を果たしている

ことが示された。 

 以上のパールカントランスジェニッ

クマウスおよびパールカンノックアウ

トマウスでの結果と合わせ、歯胚エナ

メル器におけるパールカンの局在なら

びにパールカン関連シグナル分子の細

胞間隙への沈着が、エナメル器の形態

形成に重要であることが初めて証明さ

れた。 
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