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研究成果の概要（和文）：エナメル上皮腫は歯原性腫瘍の中で最も発生頻度が高い。エナメル上皮腫は歯原性上
皮由来の良性腫瘍だが、再発したり、しばしば広範に顎骨吸収を呈するため、臨床的にも重要な腫瘍である。し
かし、その病因は不明である。最近、エナメル上皮腫においてBRAF V600E変異に依存したMAPKシグナルの異常活
性化について報告されたが、細胞増殖や顎骨吸収における機能は不明である。本研究では、低分子量Gタンパク
質ADP-ribosylation factor (ARF)-like 4c（ARL4C）がエナメル上皮腫に高発現しており、その発現がエナメル
上皮腫の腫瘍細胞増殖および破骨細胞形成を促進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Ameloblastoma is an odontogenic neoplasm characterized by slow intraosseous 
growth with progressive jaw resorption. Recent reports revealed that ameloblastoma harbors an 
oncogenic BRAF V600E mutation with MAPK pathway activation. However, the precise mechanism by which 
MAPK pathway induces ameloblastoma is unclear.  In immunohistochemical analyses of tissue specimens 
obtained from ameloblastoma patients, ARL4C was  frequently expressed with both BRAF V600E and RAF1.
 ARL4C-depleted tumour cells exhibited decreased proliferation and migration capabilities. Finally, 
when ameloblastoma cells were co-cultured with mouse bone marrow cells and primary osteoblasts, 
ameloblastoma cells induced osteoclast formation. ARL4C elevation in ameloblastoma further promoted 
its formation capabilities. These results suggest that the RAF1-MEK/ERK-ARL4C axis, which may 
function in cooperation with the BRAF V600E-MEK/ERK pathway, promotes ameloblastoma development.

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
エナメル上皮腫は口腔特有の良性腫瘍であるが、臨床的には良性腫瘍の範疇をこえるような病態を呈することが
ある。本研究において、エナメル上皮腫では、少なくとも2種類のシグナル伝達が活性化していることを見出し
た。本研究結果より、臨床の病態に関連するエナメル上皮種の新たな病因論が明らかになったと考えられた。
BRAF V600E阻害剤はすでに皮膚癌に応用されており、エナメル上皮腫にも適応されつつある。より効果的な治療
効果をもたらすためには、RAF1阻害剤の併用が望まれる。本研究成果はエナメル上皮腫の新たな診断方法や予後
の判定法の確立および治療への応用に発展できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
エナメル上皮腫※患者の約 6 割において、ゲノム異常 （BRAF V600E 遺伝子変異） に依存して
MAPK経路が活性化していることが報告された（Kurppa et al., J Pathol. 232, 492, 2014.）。この新
たな分子基盤の解明は注目され、WHOの教科書にも記載された（WHO Classification 215, 2017.）。
一方で、BRAF V600Eは極めて悪性度の高い悪性黒色腫や大腸癌に認められる遺伝子変異である
ことから、この変異が良性腫瘍であるエナメル上皮腫の主な病因であるとは考えにくい。 

※エナメル上皮種は歯原性腫瘍（歯の発生に関与する組織に由来する腫瘍の総称）の中で最も発生頻度
が高い（歯原性腫瘍の中で 33.4%）。エナメル上皮腫は良性腫瘍に分類されるが、再発率が高く、間質
への浸潤能が高い（顕著な顎骨の破壊を伴う）ため、悪性腫瘍に準じた外科手術が行われる。そのた
め、発症の分子基盤に基づいた新規治療法の開発が待望されている。 

研究代表者らは、BRAF V600E遺伝子変異の他に、エナメル上皮腫の病因に関わる新規分子基
盤があるのではないかと考え、本研究において、エナメル上皮腫の病因に関わる新たな分子基盤
の解明を開始した。 
 また、研究代表者らは、発癌過程における低分子量 G蛋白質 Arf-like protein 4c (ARL4C)の重
要性に気づき、三次元培養系を構築してその機能解析を行なってきた。ARL4Cは、MAPK経路
および Wnt 経路に発現制御され、様々な癌において腫瘍形成を促進すること(Matsumoto et al., 
EMBO J. 33, 702, 2014. 4) Fujii et al., Oncotarget. 7, 81571, 2016.)、ARL4C経路はがん治療における
新規の分子標的となりうること(Fujii et al., Oncogene. 34, 4834, 2015. 7) Harada et al., Mol Cancer 
Ther. 18, 602, 2019.)を明らかにした。  
 BRAF V600E遺伝子変異の下流シグナルとして MAPK経路が活性化することから、エナメル
上皮腫において ARL4C が発現することが予測されたが、その発現やその機能は不明であった。 
 
２．研究の目的 
エナメル上皮腫における Arl4cの発現、機能解析とその臨床応用を目的として、①エナメル上皮
腫の腫瘍形成・破骨細胞誘導における Arl4c の機能の解明、および②Arl4c を標的とするエナメ
ル上皮腫の抗腫瘍効果の解析、を計画した。 
 
３．研究の方法 
・ ヒトエナメル上皮腫病理症例におけ
る Arl4c、BRAFV600E および Raf1 の
発現について、免疫組織化学的に検討
する。また、その陽性率と病理標本内
の破骨細胞数を計測する 

・ Arl4c を高発現するヒトエナメル上皮
腫 細 胞 株 （ AM-1 ） に お い て
CRISPR/Cas9法を用いて Arl4cをノッ
クアウトし、これらの細胞株を用いて
腫瘍形成（増殖能・運動能）に与える
影響について検討する。 

・ マウス骨芽細胞と骨髄細胞の初代培
養にエナメル上皮腫細胞を共存培養
し、エナメル上皮腫細胞における 
ARL4C の発現量に依存して破骨細胞
形成が亢進するか検討する。 

 
４．研究成果 
・ ヒトエナメル上皮腫の病理組織標本
を用いてARL4Cの発現を免疫組織学
的に検討したところ、 73%の症例にお
いて、エナメル上皮腫細胞特異的に
ARL4C が発現していた。ARL4Cの発
現は、BRAFV600EおよびRaf1と共局
在する傾向にあった。 
また、ARL4C陽性症例では、多数の
破骨細胞が観察された。 

・ 機能抑制実験（CRISPR-Cas9法、siRNA法、特異的阻害剤を用いた実験）にて、エナメル上
皮腫細胞株における ARL4Cは RAF1-MAPK シグナルに依存しており、ARL4Cの発現は細
胞株の細胞増殖および運動に必要であった。また、BRAFV600E-MAPK シグナルと RAF1-



MAPK シグナルは独立して AM-1の細胞増殖を制御していた。 
・ マウス骨芽細胞と骨髄細胞の初代培養にエナメル上皮腫細胞を共存培養したところ、エナ
メル上皮腫細胞における ARL4C の発現量に依存して破骨細胞形成が亢進した。 
また、この破骨細胞形成はRAF1およびMAPK阻害剤、または抗マウスRANKL抗体の添加
により抑制された。 

 
このように、エナメル上皮腫における RAF1-MAPKシグナル依存性の ARL4C発現は、エナメ
ル上皮腫の腫瘍細胞増殖と破骨細胞形成に必要であることが示唆された（図参照）。この結果、
ARL4Cの発現がエナメル上皮腫の新たな病因となることが明らかとなった。 
  
これらの結果は、英国病理学会が発行する専門誌 The Journal of Pathology（Fujii et al., J Pathol. 

256, 119, 2022）に掲載された。特に、破骨細胞活性化メカニズムの解明は重要な知見として、日
本骨代謝学会の 1st author (http://www.jsbmr.jp/1st_author/466_sfujii.html) にも紹介された。 
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