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研究成果の概要（和文）： 
歯の発生過程において、未分化間葉細胞が象牙芽細胞に分化し、象牙質を形成する際の細胞の
形態変化、細胞内分子動態をリアルタイムで観察できる培養撮影技術を確立した。歯胚間葉細
胞から象牙芽細胞マーカー陽性細胞をクローニングし、象牙芽細胞株を樹立した。この細胞株
とマウス切歯の器官培養を用い、低分子 GTPase Rho のエフェクター分子である ROCK が象牙芽
細胞の極性形成、象牙質形成に重要な働きをしていることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have developed a new system that can observe the morphological change and molecular 
dynamics in a single cell during odontogenesis. We have established odontoblasts cell 
line from tooth germ mesenchymal cells with odontoblast marker. Using the cell line and 
mouse incisor organ culture, we demonstrated that ROCK, an effecter molecule of Rho small 
GTPase, plays an important role for the polarization and odontogenesis.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,340,000 402,000 1,742,000 

2009 年度 1,160,000 348,000 1,508,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,500,000 750,000 3,250,000 

 

 

研究分野：医歯薬学  

科研費の分科・細目：歯学 形態系基礎歯科学 

キーワード：発生・分化、歯学、細胞・組織、シグナル伝達、象牙芽細胞、歯胚発生、Rho シ

グナリング、real time imaging 

 
1．研究開始当初の背景 

歯の発生過程において、歯乳頭細胞か
ら分化した象牙芽細胞が象牙質を形成
する際、細胞核は歯乳頭側へと移動し
て、細長い円柱状の細胞へと形態を変

える。その後、象牙芽細胞突起を基底膜
側に伸ばしながら次第に歯髄中心側へと
移動していく。しかし、この象牙芽細胞
に生じる一連の変化（形態や極性の変化、
移動）を制御する細胞内分子調節機構に
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関しては未だ不明な点が多く、これら
を解明することは歯の発生機構のさら
なる理解や歯の再生研究において非常
に重要である。 
この数年間で、細胞の形態と運動を司

る細胞のダイナミクスに関する研究は
著しく発展してきた。例えば上皮細胞、
線維芽細胞、神経細胞において、Rho フ
ァミリータンパク質（Rho, Rac1, Cdc42
など）とその下流のエフェクター分子
がアクチン骨格や微小管の重合の調節
を介して細胞の形態や極性の変化、移
動などを担っていることが報告されて
いる。ここで我々は特に脳の発生過程
において見られる神経細胞の移動とい
う現象に着目した。この現象は、移動
方向の前後に突起を形成しながら行わ
れ、象牙芽細胞がその突起を伸ばしな
がら歯髄内を移動する様とよく類似し
ている。また、象牙芽細胞は神経細胞
と同じ神経外胚葉由来であり、我々は、
ネスチンやβⅢチューブリンなどの神
経細胞マーカーが象牙芽細胞において
も発現していることを示してきた。ま
た我々の予備的な実験では、マウス歯
胚から分離、株化した培養歯乳頭細胞
(mNeur)に Rho のエフェクター分子で
ある Rho キナーゼ(ROCK)の阻害薬
(Y-27632)を作用させると、細胞の形態、
凝集能が変化することが観察された
（図 1）。このことは、Rho ファミリー
タンパク質が象牙芽細胞の形態変化、
細胞移動に強く関与していることを示
唆している。 
以上のことから、我々は象牙芽細胞が

神経細胞同様、Rho ファミリータンパク
質を介する細胞内シグナル伝達機構を
持ち、これが細胞の形態や極性の変化、
移動を調節することで、象牙質形成を
制御していると仮説を立てた。 
今回、この仮説を実証し、象牙芽細胞の分
化、象牙質形成に関わる新たな細胞内調節
機構を解明するために、従来から行われて
きた研究手法に加え、in vitro、in vivo
双方からの多面的な解析、そして、より生
体内の環境に近い状態で、単一細胞内の現
象を時間的空間的に可視化する新たな実
験法の確立が重要な課題であると考え、本
研究計画を申請した。 
 
２．研究の目的 

(1). 象牙芽細胞における形態や極
性の変化、細胞移動のダイナミ
ク ス が 観 察 可 能 な Slice 
culture 培養法、リアルタイム
撮影の至適条件を明らかにす
る。 

(2). Rhoファミリータンパク質の機能
獲得、喪失実験によって象牙芽細
胞内において Rho ファミリータ
ンパク質がどのように形態や極
性の変化、細胞移動を調節してい
るかを明らかにする。 

(3). 我々がすでに分離、維持している
歯乳頭由来の細胞株(mNeur)から
象牙芽細胞マーカー陽性細胞を
クローニングし、象牙芽細胞株を
樹立する。そしてこの細胞株にお
ける Rho ファミリータンパク質
を介した細胞内シグナル伝達機
構を明確にし、in vitro での更
なる基礎的データの集積を行う。 

(4). Slice Culture、細胞培養の系で
示された結果を、従来の歯胚器官
培養法を用いて得られた結果と
比較し、評価を行う。 

(5). Rhoファミリータンパク質遺伝子
改変動物を入手し、その歯胚にお
ける歯胚の形態、象牙質形成、象
牙芽細胞の形態や極性、その他
Rhoファミリータンパク質下流の
シグナル分子の発現について上
記と同様な方法で比較検討する。 

以上の結果から、in vivoでのRhoファ
ミリータンパク質の象牙芽細胞内で
の機能、象牙質形成における役割を
明確にする。 

 
３．研究の方法 

(1). GFPマウスを用いた象牙芽細胞観察
のためのslice culture培養法の確
立 

胎生 17 日から生後 5日までの GFP マウス
下顎より切歯または臼歯を摘出し、寒天、
ゼラチン、コラーゲンゲルなどの包埋在中
に包埋、ビブラトームにより 100-300 ・m
の切片を作製した。切片をガラスボトムデ
ィッシュにのせ、培地を加えた後、細胞培
養用チャンバーの設置された共焦点顕微
鏡にて経時的に細胞動態を観察し、観察に
際しての実験条件の最適化を行った。 
 
(2). 象牙芽細胞株の樹立 
歯乳頭由来細胞株(mNeur)から象牙芽細胞
マーカーであるネスチン陽性細胞をクロ
ーニングシリンダーを用いてクローニ
ングした。 
 
(3). 器官培養を用いたRhoシグナリング

の機能的検索 
胎生 17 日から生後 5 日までのマウス下顎
切歯を Trowell 法にて器官培養し、Rho シ
グナリングにかかわるキナーゼ ROCK の 
inhibitor (Y27632)を作用させ、象牙質形

 



 

成、象牙芽細胞の形態など組織学的な
変化を観察した。 
 

４．研究成果 
(1). 様々な条件を検討した結果、1.試料はマ

ウス下顎切歯形成端部、2.スライスの厚
みは 200 ・m、3. 包埋剤は低融点アガロ
ース、4. 画像取得条件は 60 倍油浸レン
ズにて10分インターバル、37℃ ５％CO2 

ガス流入下で観察することがこの実験系
において最適であることが分かった。こ
れらの条件で実験を行い、形成端付近の
未分化間葉細胞が、細胞体を伸張させ、
象牙芽細胞突起をもつ象牙芽細胞に分化
して行く様子を観察することに成功した
（fig.）。現在は、この slice culture し
た象牙芽細胞に ROCK inhibitor 処理、ま
たは ROCK dominant negative をトランス

(2). 歯胚歯乳頭細胞より樹立した細胞株 

フェクションしその効果を検討している。 

 
 
 
 
 
 
 

(mNeur)のコロニーをクローリングリン
グで分離、回収し他の容器に移し培養を
行った。その中のクローンから 90％以上
の細胞が nestin 陽性であるものを選び、
培養を続け nestin 陽性象牙芽細胞株を
樹立した(fig.)。また、この細胞株にROCK 
inhibitor を加えたところ、細胞形態が
より紡錘形に変化することが観察され、
この現象は細胞骨格を司る actin の形成
変化によるものであることが明らかとな
った。現在は 1)同様、ROCK inhibitor 処
理、ROCK dominant negative のトランス
フェクションを行い、その他の効果をタ
ンパク質、RNA レベルで検討している。 

(3). マウス下顎切歯をTrowell法にて器官

培養を行い、ここに ROCK inhibitor を作
用させたところ、形成端部象牙芽細胞が
エナメル芽細胞と共に極性を失い、象牙
質形成が抑制されることが分かった
(fig.)。現在はこの試料に対し象牙芽細

胞マーカー、その他 Rho シグナル関連タン
パクの免疫染色を行い、更に詳しいメカニ
ズムの解析を行っている。 

研究成果のまとめ 
以上の結果から、象牙芽細胞の極性変化、
移動、象牙質形成に対して Rho シグナルが
細胞骨格形成を調節することにより、重要
な働きを担っていることが示唆された。ま
た 本研究課 題にて確 立された slice 
culture 法を用いることにより、さらに詳細
な象牙芽細胞分化、象牙質形成メカニズム

が示された。 
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