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研究成果の概要（和文）：本研究課題では歯胚発育・再生過程におけるコンドロイチン硫酸プロテオグリカン
（CSPG）の局在と機能を明らかにし、CS鎖の歯胚組織再生法への応用の可能性について検討した。正常歯胚で
は、CS鎖は幼若歯乳頭、神経・骨・軟骨周囲の間葉に強く発現し、歯髄組織の成熟とともに歯根先端部に限局し
たことより、歯髄の神経誘導と歯髄幹細胞ニッチの形成に関与している可能性が示された。また、CS合成酵素ノ
ックアウト (CSKO)マウスでは、顎顔面奇形、頭蓋骨の形態変化と骨・軟骨の低形成、歯髄再生の変化が確認さ
れた。以上より、CSPGは歯ならびに頭蓋顔面の発生・再生を調節する重要な分子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG) is one of major extracellular 
matrices and is known to play an important part in organogenesis. To elucidate the role of CS in 
tooth and craniofacial development and regeneration, we analyzed the craniofacial morphology in 
chondroitin sulfate synthetic enzyme knockout (CSKO) mice. In normal odontogenesis, the CS chain 
localized in immature dental papilla and periodontal ligament. In the differentiated dental pulp, CS
 chain restricted to the apex of tooth root. In CSKO mice, some of KO mice exhibited severe facial 
developmental defect. Although most of CSKO mice showed normal postnatal development, they exhibited
 the deformation of cranial bone and malocculusion. These results suggest that CS chain is necessary
 for normal tooth and craniofacial morphogenesis. 

研究分野： 口腔解剖学

キーワード： プロテオグリカン　コンドロイチン硫酸　歯胚　細胞外環境　顎顔面発育
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１．研究開始当初の背景 
  

 細胞は周囲に細胞外マトリックス（ECM）を分

泌し、そこに必要なシグナル分子やプロテアー

ゼを配備することにより細胞外環境を形成してい

く。歯胚発育過程においては、それら細胞外環

境が時期特異的にダイナミックに改変されながら、

歯の形態形成が成し遂げられていく。その ECM
の主体を占めるのがプロテオグリカンであり、コ

ア蛋白質ならびに糖鎖に結合する種々のシグ

ナル分子と特異的に結合ないしは解離しながら、

それらの時空間配置を調節することにより、細胞

内シグナリングを制御して歯胚細胞の増殖およ

び分化を誘導していると想定される。しかし、歯

の形態形成におけるプロテオグリカン、特にコン

ドロイチン硫酸プロテオグリカンの時期特異的な

発現調節とその分解機構、コア蛋白質と糖鎖の

動態、細胞外シグナル分子との相互作用、なら

びに細胞内情報伝達機構に関しては、ほとんど

が未解明のままであった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではヘパラン硫酸プロテオグリカン 

(HSPG) と共に細胞外基質の主要構成分子で

あるコンドロイチン硫酸プロテオグリカン (CSPG) 
を中心に歯胚の細胞外環境の構築とその変化、

幹細胞ニッチとしての役割、歯胚細胞内シグナ

ル伝達と細胞分化機構の解明を目的に、遺伝

子改変マウスを用いて解析する。さらに、これま

での HSPG の結果と合わせて、プロテオグリカン

と歯の形態形成について要約し、細胞外環境の

調節により幹細胞分化調節、ならびに血管・神

経再生を誘導可能とする新たな歯胚再生誘導

法を確立するための基礎的知見を得ることを目

的とした。 
 具体的には、第一にマウス歯胚発育過程に

おける CSPG 分子ならびに CSPG 分解酵素、

CSPG 受容体について、とくに幹細胞、血管お

よび神経の局在との関係性に注目しながら in 
vivo での局在変化を組織学的に検索する。 

 第二に、プロテオグリカンを介したシグナル分

子の細胞内情報伝達機構と細胞分化との関係

を明らかにするために、歯胚器官培養および

歯胚上皮・間葉細胞を用いて in vitro 系にて検

索する。とくに、器官培養系では、種々の発育

段階の歯胚を使用することにより、時期特異的

な歯胚細胞外環境の形成機構を検索可能と

予想される。 

 第三に、CS 合成のキーエンザイムである

Chondroitin sulfate N-acethlgalact- 

saminyltransferase-1 (Csgalnact-1) の遺伝子ノ

ックアウト (KO)マウスの歯の表現系の解析を

行う。また、同 CSKO マウスより樹立した歯胚細

胞を用いた in vitro 実験では、CS 鎖を介する

シグナル伝達が歯胚上皮・間葉細胞へ及ぼす

影響について解析する。 

 第四に、歯胚組織再生へのプロテオグリカン

の応用のための基礎データを得る目的で、歯

の再植実験系をもちいて、歯髄組織ならびに

歯根膜組織の再生過程における CS 鎖の動態

について、正常マウスおよび CSKO マウスを用

いた実験系にて、神経および血管再生、幹細

胞動態について比較検討する。  得られた知

見をもとに、歯の再生治療において、プロテオ

グリカンとシグナル分子を配備させ、幹細胞分

化誘導、血管ならびに神経誘導を制御しなが

ら歯胚分化を促進させるという、新たな歯胚再

生法の確立を目指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
	 
(1) 歯胚発育過程におけるコンドロイチン硫酸

プロテオグリカンの動態  
 

① 免疫組織学的検索 

 胎生期から生後の各歯胚発育段階のマ

ウス切歯・臼歯組織において、CSPG コア

蛋白質、CS 鎖、CSPG 受容体（integrin）の

経時的局在について検索した。その際、

血管および神経組織との関係性にも着目

し、CSPG を中心とした細胞外環境の構成

と歯胚発育過程に伴う変化の概要をとらえ

た。また、CS 鎖との比較のためにヘパラン

硫酸鎖（HS 鎖）も同時に解析した。  
 
(2) コンドロイチン硫酸合成酵素ノックアウト

(CSKO)マウスの解析 
 

① 歯および顎顔面の形態学的観察 

 CS 鎖 合 成 の キ ー エ ン ザ イ ム で あ る

Chondroitin sulfate N-acethlgalactsaminyl- 
transferase-1 の遺伝子ノックアウトマウス 

(CSKO マウス)の顎顔面形態変化について

組織学的に解析し、顎顔面発育過程にお

ける CS の機能的役割について検討した。

具体的には胎生 15 日齢から生後１年齢ま

での各発育段階の CSKO マウスを 4% PFA
にて灌流固定し、頭部組織についてマイク

ロ CT、EPMA 解析、組織切片を用いた形

態学的検索を行った。さらに CS 関連分子

について、顎顔面部より採取した組織を用

いて、ウエスタンブロッティング法、RT-PCR



法にて蛋白質および遺伝子レベルでの発

現変化について解析した。 
 

② CS 鎖および CS 鎖結合分子の解析と
顎顔面発育変化との対応 

  CS 鎖のノックダウン量と顎顔面発育変

化を厳密に検討するために、マウスの組

織の一部を採取し、糖鎖解析を行い CS
鎖の定量解析を行った。同時に CSPG
結合分子の量的変化も検索し、それら

分子の増減と歯および顎顔面の形態変

化との関係を詳細に解析した。 

 

③ CSKO マウスの口腔粘膜細胞の初代
培養系の確立 

  正常および CSKO マウスの口腔粘膜組織

より、上皮細胞と間葉細胞を分離培養し、

初代培養系を確立した。その後、正常細胞

と CSKO 細胞について、細胞増殖および

細胞分化能の差異について RT-PCR 法お

よびウエスタンブロッティング法にて解析し

た。 

 

(3) コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの歯の
再生過程での役割の解明 

 
① CSKO マウスを用いた臼歯再植実験系

による歯髄・歯根膜再生と CS 鎖の関連
性の解析 

 生後３週齢の正常マウスおよび CSKO マウ

スを用いて、深麻酔下にて上顎第一臼歯を

抜去後再植した。術後３日〜14 日後にマウ

スを深麻酔下で灌流固定し、上顎骨を摘出

し組織切片を作成し、歯髄ならびに歯周組

織の再生過程を経時的に観察した。とくに

神経組織および血管組織の再生に着目し

て比較検討した。 
	 
	 
４．研究成果 
	 
(1) 歯胚発育過程におけるコンドロイチン硫酸

プロテオグリカンの動態  

 胎生 13 日齢から生後４週齢のマウス切

歯・臼歯組織における CS 鎖、HS 鎖の経時

的局在について、血管および神経組織と

の関係性に着目しながら免疫組織化学的

に検索した。その結果、胎生 13 日齢の蕾

状期から帽状期歯胚では CS 鎖はエナメル

器と歯小嚢に局在し、胎生１５日齢以降の

鐘状期歯胚では歯乳頭にび漫性に局在し

ており、さらに神経・骨・軟骨周囲の間葉に

も強く発現していた。生後の歯髄組織の成

熟とともに CS 鎖の発現は消失し、生後４週

齢臼歯では歯根先端部の歯髄組織（歯髄

幹細胞を含む SCAP 領域）に限局していた。

同時に歯根膜組織には全域にわたり強陽

性を示した。一方、HS 鎖は CS 鎖とは相反

的な局在を示し、胎生 13 日齢の蕾状期で

は歯乳頭に強陽性をしめし、胎生１５日齢

以降の鐘状期では徐々に消失し、血管お

よび神経組織周囲の基底膜、上皮基底膜

に限局した。以上より、CS 鎖はとくに神経

組織ならびに骨組織形成の際の誘導、さら

に歯髄幹細胞ニッチの形成に関与している

可能性が示された。 
 
(2) コンドロイチン硫酸合成酵素ノックアウト 

(CSKO) マウスの解析 
 
①	 頭蓋顔面発育と歯の形態学的観察 

 CSKO マウスには、眼および鼻腔の形

成不全、唇裂・口蓋裂を生じる個体が観

察された。それらの顔面奇形を伴わない

個体はほぼ正常な発育を示したが、頭

蓋骨に前後径の短縮と幅径の減少、容

積の減少等の形態異常が認められた。

さらに、幾つかの個体には下顎前突を

主とする不正咬合が確認された。組織

学的には頭蓋底軟骨結合、下顎頭軟骨

および鼻軟骨に、細胞増殖の減少なら

びに軟骨組織の低形成が確認された。

歯の形態形成には明らかな異常は確認

されなかったが、EPMA 解析にて歯なら

びに周囲歯槽骨のカルシウム濃度が低

く、低石灰化を示すものも見られた。以

上より、コンドロイチン硫酸は顎顔面部

の軟骨形成および骨形成を制御し、顎

顔面形態形成に重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。 

 
② CS 鎖および CS 鎖結合分子の解析と

顎顔面発育変化との対応 

 正常および CSKOマウスより、筋組織、
軟骨組織、骨組織を採取し、RT-PCR 法
にて CSPG関連シグナル分子の発現変化
を解析した。その結果、CSKOマウスで
は beta-catenin、Lef1などのWNT関連分
子の発現低下、FGF-2、BMPs の遺伝子
および蛋白質の発現低下が確認された。 
 

③ CSKO マウスの口腔粘膜細胞の初代
培養系の確立 



 生後１日〜３日齢の正常および CSKO
マウスより、口蓋粘膜細胞と歯髄細胞を

採取し、初代培養実験を行った。細胞分

化度の差異を RT-PCR ならびにウエスタ

ンブロッティング法にて検索した結果、

CSKO 細胞では細胞増殖マーカーである

cyclin D1 および beta-catenin の発現変動が

確認された。 
 

(3) コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの歯の
再生過程での役割の解明 

 
① CSKOマウスを用いた臼歯再植実験系に

よる歯髄・歯根膜再生と CS 鎖の関連性
の解析 

 生後３週齢の正常マウスおよび CSKO マウ

スを用いて、上顎第一臼歯の再植実験を行

った。その結果、CS 鎖は再植７日後に歯髄

内の血管および神経再生部の周囲に集積

し、14 日後では歯根尖端部の歯髄幹細胞

が局在している未分化領域に限局していた。

CSKO マウスでは、それら CS 鎖の集積が減

少し、血管および神経組織の再生状況が変

化しており、正常マウスと比較して損傷後の

歯髄再生が早期に開始されている可能性が

示唆された。従って、コンドロイチン硫酸プロ

テオグリカンは歯の発生ならびに再生過程

において、血管や神経組織を誘導制御する

とともに、幹細胞ニッチを形成し、組織の未

分化性の維持にも関与しながら歯髄組織や

歯根膜組織の形成を制御している重要な分

子であることが示された。 
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