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研究成果の概要（和文）：GRP78は、分子シャペロンとして、小胞体ストレス時に小胞体の恒常性維持に作用し
ているが、歯原性上皮組織のエナメル質形成に関するGRP78の機能については不明な点が多い。本研究は、マウ
ス臼歯歯胚および切歯歯胚を対象に、歯原性上皮組織でのGRP78の役割を明らかにすることを目的とした。マウ
ス大臼歯および切歯の分泌期のエナメル芽細胞にGRP78の強発現が見られることから、GRP78は上皮組織の石灰化
においても重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glucose regulated protein 78 (GRP78) is known to maintain ER environment and
 promote cell survival against the ER stress. However, it is not well understood the role of GRP78 
during enamel formation. To clarify the role of GRP78 on the mineralization of odontogenic 
epithelium, we examined the immunoexpression of GRP78 in the mouse molar and incisor tooth germs 
during tooth development. Enamel organ was negative for GRP78 on embryonic day 15 and day 17. 
Ameloblasts of molar tooth germ on postnatal days 1 and 5 were intensely positive for GRP78. 
Hertwig's epithelial root sheath was negative for GRP78. Odontogenic epithelium of molar tooth on 
postnatal day 15 was negative for GRP78. On the other hand, ameloblasts and preameloblasts of the 
incisor tooth on postnatal day 15 were also intensely positive for GRP78. In conclusion, an 
involvement of GRP78 in enamel formation is suggested, because of the intense expression of GRP78 is
 observed in the secretory ameloblasts.

研究分野：口腔病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発生における器官の形態形成の多くは上皮と間葉の相互作用で進んでいく。歯の形態形成は、細胞の分化段階が
細かく観察でき、器官形成のモデルとして優れている。これまでに上皮組織や間葉組織に作用する因子が数多く
調べられているが、エナメル質形成に関してのGRPの関与は報告されていない。今回、歯の発生機構を明らかに
することで、生物学的な意義だけでなく、再生医療を見据えた臨床応用にむけての意義が考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Glucose regulated protein 78 (GRP78)は小胞体中に恒常的に存在する分子シャペロンの一

つで、ヒートショックプロテイン 70ファミリーに属する分子量 78kDaのタンパクである。小胞
体は分泌タンパクが成熟する場として働いているが、何らかのストレスが小胞体に加わると、恒
常性が失われて小胞体中に不完全な立体構造をとるタンパクが増加する。それらの不完全なタ
ンパクは GRP78 により凝集を阻止されたり、分解除去されたりすることで、小胞体の恒常性が維
持されている。小胞体に加わるストレスとしては、グルコースの欠如、カルシウムイオンの欠如、
薬剤などがあげられるが、それらのストレスが過剰に加わると、小胞体の恒常性が維持できなく
なり、小胞体から核へ至るシグナル経路が活性化されて、アポトーシスが誘導される。GRP78は、
小胞体だけでなく核や細胞膜にも存在が知られているが、核や細胞膜での機能に関しては不明
な点が多い。Ravindran ら（2012）が、間葉細胞の細胞膜に存在する GRP78 が dentin matrix 
protein 1 と細胞膜上で会合し一緒に分泌されることで、間葉組織の石灰化に関与することを示
唆しているが、上皮組織の石灰化に GRP78 が関与するかについては明らかにされていない。 
２．研究の目的 
今回の研究は、歯胚組織での GRP78 の発現局在を検索し、歯原性上皮細胞の石灰化やエナメル

質形成における GRP78 の機能的役割を明らかにすることを目的としている。 
３．研究の方法 
マウス歯胚を対象にして、歯の形態形成期の胎齢 15日、17日、生後 1日齢、5日齢、15 日齢

のマウス下顎第一臼歯、および生後 15 日齢の下顎切歯を試料とした。試料は４％パラホルムア
ルデヒド固定液で浸漬固定し、通法によりパラフィン切片を作製した。切片作製後、抗 GRP78抗
体、抗アメロゲニン抗体を用いて酵素抗体法にて免疫染色を行い、ジアミノベンチジンにより可
視化した。一部の標本については、蛍光抗体法を用いた。 
４．研究成果 
マウス大臼歯の歯の形成過程で胎齢 15 日から生後 15 日までの歯胚を継時的に調べた。胎齢

15 日の帽状期の歯胚では、上皮性歯胚組織であるエナメル器に、アメロゲニンおよび GRP78の
発現はいずれも見られなかった。 

胎齢 17 日の鐘状期前期の歯胚では、エナメル器の分化がやや進み、咬頭頂相当部からサー
ビカルループにかけての内エナメル上皮にアメロゲニンおよび GRP78 の発現は見られなかった
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
生後 1 日齢の鐘状期後期の歯胚では、咬頭頂相当部位から歯頸部にかけてアメロゲニンに陽

性のエナメル芽細胞が見られ、咬頭頂相当部から歯頸部にかけて歯原性上皮組織に GRP78 の発
現が見られた。ヘルトビッヒの上皮鞘には発現は見られなかった（図２）。 

蛍光抗体法で、生後 1 日齢の鐘状期後期の歯胚においてアメロゲニンと GRP78 の二重染色を
試みると、咬頭頂相当部のエナメル芽細胞の細胞質において、それらの局在が一致しているとこ
ろが見られた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



生後 5日齢、歯冠完成期歯胚の歯原性上皮組織では、GRP78 の発現はアメロゲニンにほぼ一致
して見られた。咬頭頂相当部位のエナメル芽細胞ではアメロゲニンの発現が減少しているが、歯
頸部付近のエナメル芽細胞には、アメロゲニンの発現が見られた。ヘルトビッヒの上皮鞘にはア
メロゲニンおよび GRP78 の発現は見られなかった（図４）。 

生後 15日齢、萌出期の歯胚では、アメロゲニンおよび GRP78 の発現は歯冠周囲を囲む退縮エ
ナメル上皮、および根尖部のヘルトビッヒの上皮鞘には見られなかった。歯周組織においては、
破骨細胞に GRP78の発現が見られた（図５）。 
一方、生後 15日齢の切歯では、分泌期のエナメル芽細胞および前エナメル芽細胞に GRP78の

強発現を認めたが、未分化な歯原性上皮であるアピカルループには GRP78 は発現していなかっ
た（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果、マウス大臼歯および切歯における分泌期のエナメル芽細胞に GRP78 の強発現が

見られることから、GRP78は上皮組織の石灰化においても重要な役割を担っていることが示唆さ
れた。 
また、歯の発生過程を模倣する歯牙腫に着目した。これまでに、家族性大腸腺腫症における APC

遺伝子変異や遺伝子改変マウスにおける歯原性上皮特異的な Wnt/β-catenin シグナルの活性化
により、歯牙腫が発生することが報告されている。しかし、歯牙腫における Wnt/β-catenin シ
グナルの活性化および歯原性上皮におけるその機能については明らかにされていない。歯牙腫
における β-cateninの発現と Wnt シグナルが歯原性上皮細胞および歯胚上皮発生過程に与える
影響について検討することを目的とした。 
ヒト歯牙腫生検標本に対して、免疫組織学的検索を行い、β-catenin が歯原性上皮細胞の核

および細胞質に高頻度に発現しており、Wnt シグナルの活性化が示唆された。また、正常歯原性
上皮細胞において、Wntシグナルの活性化により、その増殖能が抑制された。そこで、マイクロ
アレイ法を用いて、歯原性上皮細胞における Wnt の活性化により発現が抑制される因子として
軸索伸張制御因子(Sema3A)を同定し、Sema3A の発現が歯原性上皮細胞の増殖に必要であること
を見出した。一方、歯胚器官培養法における Wnt シグナルの活性化による歯胚上皮細胞の増殖抑
制は Sema3A 刺激により回復された。 

歯原性上皮において Wnt/β-catenin シグナル依存的な Sema3A の発現を介した増殖の制御が
歯牙腫の発生に関与している可能性が示唆された。 
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