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研究成果の概要（和文）： 

歯の発生過程において細胞の分化が起こる際にみられる形態学的変化・分子的ダイナミク
スをライブデータとしてとらえ、分析することを可能にした．Rho ファミリータンパク質
が象牙芽細胞突起の形成や細胞の極性 (核の移動、形態変化、移動)を調節していること
を明らかにした．象牙質には，エナメル-象牙境から細くのびる象牙芽細胞の突起が存在
し，その突起を入れる細管が作られている．象牙芽細胞の突起周辺にはマトリックス分解
酵素(MMP)とその阻害剤である RECK，硬組織形成阻害をするアメロゲニンが存在すること
から，象牙細管の管腔は石灰化と石灰化抑制機構のバランスによって維持されている可能
性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
   We designed the real time imaging system in a slice tooth germ culture of actin 

promoter GFP transgenic mouse. Using the technique, we could capture the cell 
division and movement of mesenchymal cells in the dental papilla and demonstrate 
the formation of odontoblasts processes. We examined the role of Rho-associated 
kinase (ROCK) in odontoblasts differentiation using an organ culture of mouse incisor 
and mouse dental mesenchaml cell line. ROCK inhibitors and ROCK siRNA inhibited actin 
polymerization and E-cadherin expression on the cytoplasmic membrane. ROCK plays 
an important role in maintenance of cellular polarization through regulations of 
cytoskeleton and cell adhesion in the odontoblasts differentiation. Odotoblasts 
expressed the amelogenin, MMP inhibitors and MMP. Our data suggested that these 
factors play an important role in the maintenance of dentin canal. 
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歯の発生の研究は，遺伝子機能の解析が中心

に行われ，歯の形成不全に関わる遺伝的疾患
の原因や歯の形態形成の基本的原則などを
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(1)生体内の細胞イメージングを行うための
新規の器官培養法の開発 

理解できるようになってきた．また，細胞培
養や細胞株を用いた研究によってこれら遺
伝子の転写制御機構や様々な分泌性シグナ
ル分子，細胞外基質が細胞の増殖や分化に与
える影響を詳細に知ることができるように
なった．しかし，歯の発生の研究の中で細胞
形態の構築や基質の分泌に必要な細胞環境
についての研究はほとんど行われておらず，
「エナメル芽細胞のトームス突起や象牙芽
細胞の突起がどのようにして形成されてい
るのか，なぜ形成されるのか」という疑問に
対して，我々は明確な答えをいまだ持ち合わ
せていない．なぜならば，生体から細胞を取
り出して培養という条件下に移したときに，
これらの分子の発現が消失したり，また生体
とは異なる発現をするようになるからであ
る．そこで，今後取り組まねばならない研究
は，細胞培養と実際の生体で起きている現象
のギャップを克服し，生体に近い環境下での
細胞や分子のダイナミクスを可視化して，細
胞が自らの細胞環境をどのようにして構築
しているかを解明することである．このよう
な基質形成に必要な３次元的細胞環境を明
確に理解できない点が，歯の再生が具体的に
すすまない原因であり，解決すべき問題であ
ると考えた． 

(2)GFP 発現マウスを用いた形態変化のイメ
ージングの確立 
(3)象牙芽細胞に発現するRECKの分子イメー
ジングと役割の解明 

RECK の発現パターンと細胞の形態的な変
化をリアルタイムで可視化する方法と
RECK，ネスチンについて機能獲得実験と機
能喪失実験を行って機能を解析する．さら
に，ｍNeur3 を用いた実験で NGF と FGF9
が細胞突起の形成や伸張に重要な働きを
しているかを実証する研究を行う． 

(4)象牙芽細胞においてRECKが関与する因子
の網羅的な解析 

象牙芽細胞層に発現する細胞外マトリック
ス，マトリックス分解酵素について網羅的
な発現解析を行い，RECKがターゲットとす
るマトリックスと分解酵素との関係を明確
にする．さらに，細胞内の細胞骨格との相
互連携について詳細に検討し，細胞の形態
変化のメカニズムを明らかにする． 

(5)３次元培養による組織再生への応用 
これらの情報を基に，エナメル芽細胞と象
牙芽細胞との間の相互作用を人工的に再構
築した系を開発する． 
  

４．研究成果 ２．研究の目的 
(1)象牙細胞突起の形成のイメージング  器官培養技術を用いて，象牙芽細胞の分化

過程で見られる形態的変化の分子メカニズ
ムを明らかにする．細胞の形態的な変化を生
体に近い細胞環境を維持しながらリアルタ
イムで観察することを可能にした器官培養
を確立する．従来の培養系を改良して細胞の
分化過程における生体分子の挙動，細胞外マ
トリックスの変化，細胞骨格の変化，細胞の
動きについて蛍光物質を用いてより詳細に
観察できる実験系として完成させる．第２に，
象牙芽細胞突起形成のメカニズムを明らか
にする．特にネスチン，βIII-チューブリン, 
RECK を中心にしてこれらの分子のダイナミ
クスと機能の解明に取り組む．第３には象牙
芽細胞分化に必要な分化シグナルの挙動を
明らかにして，細胞の分化過程における形態
変化と細胞外環境の構築の機構をより明確
にしていく．第４にこれらの研究成果をもと
に，エナメル芽細胞と象牙芽細胞によるエナ
メル質形成や象牙質形成が実現できる３次
元培養系を構築し，歯の組織再生の基盤技術
とする． 

歯の発生過程において細胞１個、あるいは組
織の分化が起こる際にみられる形態学的変
化・分子的ダイナミクスをライブデータとし
てとらえ、分析するイメージング方法を確立
した。GFP マウスの生後５〜７日齡の下顎切
歯を用いた．下顎切歯を切り出し、5％寒天
中に包埋後、200~300μm の切片を 4℃で作成
した。システムは Olympus FV300 (Fluoview)、
TOKAI HIT 顕微鏡用インキュベーションシス
テム＆Thermo Plate、オリジナルインキュベ
ーションチャンバーで構成した。培養用ディ
ッシュにスライスした組織を移し、顕微鏡の
インキュベーションチャンバー (37℃、5% 
CO2) 内で培養した。GFP 蛍光画像は１-２日
間、５分おきに連続撮影・保存し、観察終了
後にアニメーションとして再構成した。 
 
 
 
 
 

  
３．研究の方法  
主に新規器官培養法とこれを用いた分子イ
メージングの開発とエナメル芽細胞と象牙
芽細胞の形態形成に関わる分子の機能の解
明の２つに分けて実験を遂行する． 

 
図の説明：象牙芽細胞が複数の細い突起を形
成し始め、細胞の丈が少しずつ長くなり、上
皮間葉境界面から離れていく様子が観察さ
れる  



(2)象牙細胞突起の形成における細胞骨格形
成と細胞内シグナリング 
歯の発生課程において象牙芽細胞では、細胞
核の移動、細胞形態の変化、歯髄側への細胞
移動などの現象が見られるが、これらを制御
する細胞内分子調節機構に関しては不明な
点が多い。そこで我々は Rho ファミリータン
パク質がこれら一連の変化(核の移動、形態
変化、移動)を調節していると考えられる。
アクチンプロモーターを用いた GFP発現マウ
スで，象牙芽細胞突起形成とアクチンタンパ
クの mRNA 転写活性との間に関連性が示唆す
る結果が得られたので， GFP 発現の詳細やア
クチンの発現と Rho との関連を調べた。 
 
① マウス切歯における ROCK の発現解析 

マウス切歯における ROCK の免疫染色から、
象牙芽細胞には ROCKⅡが発現しているこ
とが分かった。またその発現は象牙芽細胞
の分化が進むにつれ強くなることが明ら
かになった。一方、ROCKⅠの発現はマウス
切歯象牙芽細胞で検出されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図の説明：生後 2日目のマウス下顎切歯の象
牙芽細胞におけるROCKIIの発現 
 
② 器官培養 (Trowell 法)を用いた Rho シ

グナリングの機能的検索 
ROCK inhibitor 処理されたマウス切歯を
Trowell 法にて器官培養し、象牙芽細胞の
形態変化、象牙質の形成を経時的に観察し
た。その結果 ROCK inhibitor によって象
牙芽細胞の分化に伴う形態変化、核の極性
の獲得は阻害され、象牙質の形成が抑制さ
れることが明らかになった。また ROCK の
下流にあると考えられているアクチン、
E-cadherin の発現パターンも変化してい
た。 

③ マウス切歯における ROCK の免疫染色から、
象牙芽細胞には ROCKⅡが発現しているこ
とが分かった。またその発現は象牙芽細胞
の分化が進むにつれ強くなることが明ら
かになった。一方、ROCKⅠの発現はマウス
切歯象牙芽細胞で検出されなかった。 

④ ROCK inhibitor 処理されたマウス切歯を
器官培養し、象牙芽細胞の形態変化、象牙
質の形成を経時的に観察した。その結果

ROCK inhibitor によって象牙芽細胞の分
化に伴う形態変化、核の極性の獲得は阻害
され、象牙芽細胞の突起形成に Rho シグナ
ルが重要であることを明らかにした。また，
Nestin の発現も減少しており，細胞の極
性に維持も重要な要素であることが示唆
された。 

 
３.象牙細管と象牙細胞突起の形成における
細胞外環境の解明 
象牙質には，エナメル-象牙境から細くのび
る象牙芽細胞の突起が存在し，その突起を入
れる細管が作られている．この細管のスペー
スは石灰化することなく維持されているが，
この細管の形成や維持のメカニズムはわか
っておらず，象牙芽細胞の維持における重要
な細胞外環境の一つと考えることができる．
この突起は，象牙芽細胞への慢性的な外的刺
激によって石灰化が亢進することで閉鎖さ
れる場合がある．我々は，この細管の形成に
おける知見を得た． 
 
(1) 象牙細管内に特異的にアメロゲニンタ

ンパクが存在する。 
(2) エナメル芽細胞の突起周辺にはマトリ

ックス分解酵素(MMP)とその阻害剤であ
る RECK，硬組織形成阻害をするアメロ
ゲニンが存在することから，象牙細管の
管腔は石灰化と石灰化抑制機構によっ
て維持されている可能性が示唆された。 

(3) 間葉系幹細胞が分泌する SCRG1 が歯髄
と象牙質との境界に分布していること
を新たに発見した。  
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