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研究成果の概要（和文）：　小児悪性腫瘍に対する大量化学療法は、歯の形態異常、歯根形成異常などの晩発障
害を惹起する。本研究では、シクロホスファミド（CPA）投与による歯根形成への影響をマウスで検討した。高
濃度CPA投与群では、根尖孔の早期閉鎖に伴う短根化が認められた。さらに、マウスHertwig’s上皮鞘 (HERS) 
細胞へのCPA投与により、濃度依存的にHERS細胞の増殖が減少し、E-cadherin発現低下による細胞接着性の抑制
が明らかとなった。これらの結果は、CPA投与による短根形成は、歯根形成を担うHERS細胞の上皮間葉転換促進
によるHERS細胞の早期断片化が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Chemotherapy with higher doses causes dental anomalies, such as hypodontia,
 microdontia, and atypical root formation, in children with malignant tumors.
 This study examined whether potential harmful effect of cyclophosphamide (CPA) on tooth development
 leads to atypical root formation in mice. Mice treated with higher doses of CPA showed an arrested 
root development due to early apical foramen closure. Hertwig’s root sheath cell line (HERS) cells 
cultured with higher doses of CPA revealed decreased expression of E-cadherin, while N-cadherin 
expression was upregulated, indicating that this cadherin switch may facilitate an 
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)-like phenomenon. These findings suggest that 
administration of high doses of CPA can lead to arrest in root development, due to EMT of HERS cells
 during root development.

研究分野：小児歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　小児癌治療によって歯の形成が停止した小児に対しては、暫間義歯などの補綴修復物による限られた対応しか
できない。しかし、抗がん剤治療による歯の形成不全メカニズムが解明できれば、抗がん剤投与後の歯の萌出異
常などの晩発障害に対し新たな対応を提案できると考えた。本研究課題では、抗がん剤投与マウスを作製し、抗
がん剤治療による短根化メカニズムの一端を明らかにした。これらの成果は、乳歯列・混合歯列期に抗がん剤治
療を受ける小児に対し、晩発障害を小さくできる可能性を高めるとともに歯の再生研究への基礎研究にもなり得
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 
小児悪性腫瘍の治療方法の急速な進歩により、治療成績は飛躍的に向上し、長期生存が可能
となった。しかしながら、抗がん剤を使用した大量化学療法は、発育期にある小児に対して、
種々の晩期障害を発症することも知られてきた。歯においては、硬組織の形成障害や埋伏など
がある（小児歯誌 2003）。歯の埋伏や萌出停止は、寛解状態にある小児の生涯にわたる QOL
に大きな影響を与える。大量化学療法による歯の形成は、その後ゆっくりと成長するものもあ
れば、停止に陥るものもあり、薬剤感受性が歯の発生段階によって異なっていることを示して
いる。歯根の形成不全および萌出遅延はヘルトヴィッヒ上皮鞘（HERS）と間葉系組織の相互
作用不全により生じる。大量化学療法によるこれらの障害は、歯冠および歯根形成プロセスの
停止によるものである。その障害のターゲットが、歯原性上皮であるか、間葉であるのかは、
現在までのところ不明である。 
 
２．研究の目的 

N-マスタード誘導体アルキル化薬シクロホスファミド(CPA) は、小児白血病などの多剤併用
療法のひとつとして広く使用されている。CPAは生体内で活性化された後、腫瘍細胞の DNA
合成を阻害し、抗腫瘍作用を示す。本研究においては、CPAが歯の発生に与える影響について
詳細に解析し、形成停止の原因を明らかにすることで、「形成停止に陥った歯の形成を再開」を
目的とした。 
  
 
３．研究の方法 
Ⅰ 大量化学療法が歯胚形成の停止させるメカニズムの解明  
 １）In vivo実験 

a. 抗がん剤投与によるマウス歯根形成停止モデルの作製 
ICRマウスに CPA 50，100, 200mg/Kgの各濃度で、生後 3，6，9日目に腹腔内投与を行
い、生後 14，21，28日、それぞれの日齢において下顎第一臼歯の経日的変化を観察した。 

 b. 全身的影響の観察 
生後 14，21，28日において、体毛の状態の確認、体重測定を行った。 

 c. μCTによる下顎第一臼歯の歯根長と根尖孔の解析 
μCTにて下顎第一臼歯の撮影を行った。歯根長として、下顎第一臼歯の近心根のセメントエ  
ナメルジャンクションから歯根形成端までの長さを測定し、根尖孔の長径としては、下顎第    
一臼歯近心根の近遠心幅径を測定し比較検討した。 

d. ヘマトキシリン・エオジン染色（HE染色）による第一臼歯歯根尖部の組織学的解析 
10％中性ホルマリンにて固定後、ギ酸にて脱灰した。通法に従い、パラフィン包埋を行い、 
5 ㎛切片の作製を行った。切片は、HE染色にて観察した。 

 
２）In vitro実験  
e. CPA刺激下でのマウス Hertwig’s epithelial root sheath由来細胞株(HERS01a細胞)の培
養 

3～6継代目の HERS01a細胞をサブコンフルエントまで培養後、CPAを 0.18，0.36，
0.72μMの各濃度を培地に添加し 48時間刺激した。 

f. Western Blotting法によるタンパク発現の検索 
抗体は、上皮系のマーカーである E-cadherin，間葉系のマーカーである N-cadherinを使用    
し、ウェスタンブロットは、iBind Western System（Life Technologies、Carlsbad、CA、
USA）を用いた。 

g. 細胞免疫化学染色にてタンパク質の局在の検索 
HERS01a細胞を 10wellスライド上で培養し、通法に従い固定し、ウエスタンブロットで用  
いた抗体で染色した。各一次抗体は、4℃で一晩作用させ、2次抗体を 45分作用させた後、
DAPIにて核染し、蛍光顕微鏡にて用いて観察した。 

 
 
４．研究成果 
 1. CPA投与による全身的影響 
 200mg/Kg群においては、脱毛を認め（図１A）、体重変化においても、200mg/Kg群に有意   
的体重減少を認めた（図１B）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 1A 対照群と CPA投与群の全身的観察     図 1B CPA投与による体重減少 

              Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020 
 
2. μCTによる下顎第一臼歯の歯根長と根尖孔の解析 
歯根長は、各濃度群において経日的に増加を示した。また、対照群と CPA 50, 100mg/Kg群   
においては、歯根長に有意差は認められなかった。200mg/Kg群の生後 14, 21, 28日齢にお
いては、対照群と比較して有意に短くなり、28日齢では 65％程度歯根長が短い結果を示し
た（図 2）。 

   図 2A 下顎第一臼歯の歯根長の μCT画像    図 2B 下顎第一臼歯の歯根長の経日的変化量  
                   Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020 
 
根尖孔においては、すべての実験群で経日的に根尖孔の閉鎖を認めた。200mg/kg群は、対
照群と比較して、14, 21日齢に有意的な根尖孔の閉鎖を認めたが、28日齢においては、根尖
孔長径に有意差は認めなかった（図 3）。 



  

図 3A 下顎第一臼歯の根尖孔の μCT画像    図 2B 下顎第一臼歯の根尖孔の経日的変化量 
                  Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020 
 
3. HE染色による第一臼歯歯根尖部の組織学的解析 
生後 14日齢においては、全群において、根尖の閉鎖は認めず、21日齢においては、
200mg/Kg群のみに根尖孔の早期閉鎖傾向を示した（図 4黄色矢印）。28日齢では、全群に
根尖の閉鎖傾向を認めたが、CPA投与群においては、対照群と比較して、より根管の狭窄を
示し、200mg/Kg群においては、根管の閉鎖をも認めた（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           図 4 HE染色による第一臼歯根尖部の組織学的変化 

Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020  
 
4. CPA刺激下での HERS01a細胞の動態変化 
 CPA刺激によって HERS01a細胞のタンパク質の発現が変化するかをWestern Blotting法
にて検索した結果、対照群では、E-カドヘリンを発現し、N-カドヘリンの発現はほとんど認
めなかった。CPA刺激群では E-カドヘリンの発現は、CPA濃度の増加とともに徐々に減少
し、0.36μM、0.72µM群 では他のグループと比較して、E-カドヘリン発現の顕著な減少が
観察され、CPA刺激が HERS01a細胞の細胞間接着の喪失を誘発していることが示唆され
た。 



対照的に、N-カドヘリン発現は、中・高濃度の CPAで処理された HERS01a細胞で発現し
ており、E-カドヘリンの発現が減少しているために細胞間接着の障害を示す細胞は、N-カド
ヘリン発現の増加の影響を受けやすい可能性も示唆された（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 CPA刺激下における HERS01a細胞のタンパク質発現量の変化 
Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020 

 
 

 更に、E-カドヘリンと N-カドヘリンの局在を細胞免疫化学染色にて検索した結果、対照群で       
は、敷石状の HERS01a細胞が E-カドヘリンを発現し、N-カドヘリンの発現は認めなかっ
た。E-カドヘリンの発現は、CPA濃度の増加とともに HERS01a細胞で徐々に減少し、N-
カドヘリンの発現は 0.36および 0.72 M で顕著に観察された（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図 6  CPA刺激下における HERS01a細胞のタンパク質の局在 

              Matsuo et al. Journal of Hard Tissue Biology. 2020 
 
一連の解析から、in vivoにおいては、CPA投与 ICRマウス下顎第一臼歯歯根には根尖孔の
早期閉鎖および短根が認められ、歯髄側に歯根形成方向を向ける像が観察された。このこと
から CPA投与により、歯根形成中の HERSにおいて、早期に EMTが誘導されている可能性
が示唆された。in vitroにおいては、CPA刺激により上皮系マーカーの E-cadherinの発現は
減少し、N-cadherinの発現の上昇が認められた。つまり、CPA投与 HERSの細胞間接着が
低下し、カドヘリンスイッチが誘発され、早期の EMT様の現象を誘導し、HERSの断片化を
引き起こすことで、根尖孔の早期閉鎖および短根に至ったことが示唆された。 
今後は、間葉系幹細胞（MSC)と HRES01a細胞との共培養、さらに、マウスへの幹細胞投与   
によって、CPA刺激に対する EMT機序へのMSCの関与を明らかにする。また、MSCの関
与による遺伝子の発現変化を明らかにすることにより、MSCを用いた HERS細胞の抗がん剤
での傷害を抑制するメカニズムを組み立てたいと考えている。 
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