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研究成果の概要（和文）：本研究では、エナメル芽細胞分化・エナメル上皮幹細胞維持におけるRho シグナリングの役
割について検討を行った。上皮特異的RhoA-dominant negative発現マウスの解析から、Rhoシグナリングは、エナメル
芽細胞分化における細胞骨格、細胞接着を制御していることがわかった。また、Semaphorin 4D-PlexinB1-LARGシグナ
ル経路がRhoAの活性を調節していた。さらにRho Aの活性は、上皮間葉転換(EMT)にかかわる転写因子Slugの発現を制御
することから、エナメル上皮細胞分化や未分化性維持はRhoシグナリングを介したEMTによって調節されていることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of Rho signaling in ameloblasts differentiatio
n and stem cell maintenance. The experiments using mice with epithelial specific expression of RhoA domina
nt negative demonstrated that Rho signaling regulated cytoskeletal dynamics and cell adhesion during amelo
blasts differentiation. Semaphorin 4D-PlexinB1-LARG signal cascade controlled Rho A activity. Further, sin
ce RhoA activity regulated the expression of slug, the transcription factor that controlled epithelial-mes
enchymal transition (EMT), it was suggested that EMT regulated ameloblasts differentiation and stem cell m
aintenance via Rho signaling.
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１．研究開始当初の背景 

Rho kinase (ROCK)はRhoシグナル伝達

経路において、アクチン細胞骨格を再

編成し、細胞運動・接着・細胞質分裂

などの調節分子として機能しているこ

とがよく知られているが、最近では細

胞の分化、脱分化にも関わっているこ

とが判明している。このような背景の

もと、われわれはこれまでにROCKのエ

ナメル芽細胞分化への影響を検討して

きた。その中で、1) ROCKの抑制によっ

てエナメル芽細胞分化が阻害されるこ

と (大津、2008年若手スタートアップ

採択課題, J. Cell. Physiol. 2010)、

2) 培養エナメル上皮細胞がROCK抑制

によってEMTを起こし、間葉系細胞の性

質を獲得していることを見いだした

(Fig.1)。 

そしてその細胞中では、3) 主要なEMT

誘導因子であるSnail-2の発現上昇と

核への移行、上皮幹細胞マーカー

(Bmi-1, Sox2, Oct3/4) の発現上昇が

みられることを報告した(大津 2011年 

Gordon Research Conferenceにて発表)。 

 また、一方でわれわれは、マウス切

歯の形成端(apical bud)星状網にエナ

メル上皮幹細胞が存在していることを

発見し(Harada et al. J.C.B., 1999)、

この場所を幹細胞維持のための微小環

境(ニッチ)としてその特徴を明らかに

してきた。apical bud 星状網の細胞は

極めて独特の細胞生物学的特性を有し

ており、予備実験において4) 間葉細胞

マーカー(vimentin, fibronectin)、

EMTマーカー(Snail-2, TGF-b)、未分化

維持因子(Sox2, Bmi-1)を発現してい

ること(Fig. 2)、5) ROCKの発現が、分

化したエナメル芽細胞に比べ非常に弱

いことがわかった。これらの結果は、

星状網細胞においてEMTが起こってい

ること、ROCKがEMTに関与していること

を強く示唆するものであった。 

 

EMTはもともと初期胚発生、神経提細胞

の運動、癌細胞の浸潤や転移などでみ

られる現象として広く知られていたが、

近年がん幹細胞における未分化性の獲

得、維持に強く関与していることが報

告されている(Mani et al. Cell. 2008)。

しかしその詳細な調節機構、正常組織

上皮幹細胞に対する役割は不明である。 

 以上のことを総合的に考え、エナメル

上皮細胞は、Rho signaling によって制

御される EMT によって分化がコントロ

ールされているのではないかとの考え

に至った。 

２．研究の目的 

本研究では、Rho ドミナントネガティブ

トランスジェニックマウスを使った機

能喪失実験、Rho と Snail-2 のシグナル

伝達解析などを行い、Rho シグナリング

とエナメル芽細胞分化とのかかわり、そ

の上流、下流のシグナル伝達因子につい

て明らかにすることを目的に実験を行

った。 

３．研究の方法 

(1) タモキシフェン誘導型 K14-Cre/RhoA DN 

マウスの作製とその解析 

タモキシフェン誘導型 K14-cre マウス(と 

RhoA-dominant negative (DN)の導入遺伝

子を有するマウスから、タモキシフェン誘

導型上皮特異的 RhoA-DN 発現マウス

(K14-CreERTM;RhoA-DN+)を作製した。この



マウスにおける切歯の形態、エナメル芽細

胞の分化、EMT、幹細胞関連遺伝子の発現

を、Wild type マウスと比較した。 

(2）マウス切歯器官培養,マウスエナメ

ル上皮細胞株での Rho 喪失実験  

生後１−７日齢マウスから摘出した下顎

切歯と、マウスエナメル上皮細胞株に

ROCK, Rho のインヒビターを加え、エナ

メル芽細胞の分化、増殖、EMT、幹細胞

関連遺伝子の発現を免疫染色法や real 

time RT-PCR で解析した。 

(3)Semaphorin 4D(Sema4D)による Rho シグ

ナリング調節とエナメル芽細胞分化の解

析 

Semaphorin 4D とそのレセプターである

PlexinB1、下流の調節因子 Larg のマウス

切歯における発現を免疫染色にて解析し

た。マウスエナメル上皮細胞株に対し、

Sema4D のリコンビナントタンパクを加え

RhoAの活性をRho activity assay kitで、

actinのリモデリングをphalloidin染色に

て解析した。Sema4D の中和抗体をマウス切

歯の器官培養に作用させ、エナメル芽細胞

の分化を組織学的に解析した。Plexin B1

の siRNA をエナメル上皮細胞に作用させ、

actin, Larg の発現を観察した。 

 

４．研究成果 

(1) タモキシフェン誘導型 K14-Cre/RhoA DN 

マウスの作製とその解析 

タモキシフェン誘導型 K14-cre マウスと 

RhoA- DN の導入遺伝子を有するマウスから、

タモキシフェン誘導型上皮特異的RhoA-DN発

現マウス(K14-CreERTM;RhoA-DN+)を作製し、

胎生期と生後でタモキシフェンを腹腔内投

与した。Rho-DN+マウス胎児の切歯,臼歯とも

に、WT のマウスと比べ、発生が遅れておりサ

イズも小さくなっていた。またエナメル芽細

胞の分化、基質形成はほとんど見られなかっ

た(図 3、4)。また、成獣マウスにタモキシフ

ェンを投与すると、切歯形成端近くのエナメ

ル芽細胞の分化が抑制され、基質の分泌が見

られなくなっていた。さらにそれらの細胞に

おける actin, E-cadherin, Occludin の発現

を免疫染色にて解析したところ、WT で特徴的

に見られる apical side と basal side に限

局した発現パターンが見られず、細胞内一様

に発現していた。 

 

 (2) Rhoシグナリングによるエナメル芽細胞

増殖制御 

切歯エナメル上皮細胞における細胞増殖マ

ーカーKi67 の発現を RhoA DN+と WT で比較し

たところ、WTマウスでは切歯の形成端に限局

し、分化したエナメル芽細胞では見られない

一方、RhoA DN+マウスでは切歯エナメル上皮

細胞全体に発現していた。またマウス切歯の

器官培養に Rho activator と Rho inhibitor

を加えたところ、Rho activator ではエナメ



ル上皮細胞の増殖抑制、Rho inhibitor では

増殖促進効果が観察された(図 5)。 

これらの結果より、RhoA はエナメル芽細胞分

化、増殖に深く関与していることが分かった。 

 

(3) Semaphorin 4D による Rho シグナリング

制御 

Rho シグナリングを制御する上流の因子を明

らかにするために、神経軸索の伸張を司るガ

イダンス因子 Semaphorin 4D (Sema4D)に着目

し、Sema4D と RhoA 活性化の関係について検

討を行った。マウス切歯の免疫染色にて

Sema4D とそのレセプターPlexinB1 は、内エ

ナメル上皮で細胞質全体に弱く発現してい

た。一方、分泌期エナメル芽細胞では apical 

end, basal end に強く限局して発現していた。

また RhoA を活性化させる Rho guanine 

nucleotide exchange factor 12  (LARG)も

同様の発現パターンを示し、PlexinB1 との共

発現が観察された。培養エナメル上皮細胞

mHAT9d に Sema 4D recombinant protein を添

加したところ、経時的な活性化型 RhoA の発

現上昇とactinの重合促進がみられた。一方、

マウスの切歯の器官培養に Sema4D の中和抗

体を作用させるとエナメル芽細胞の極性が

失われ、amelogenin の発現パターンが変化し

た（図 6）。 

さらに mHAT9d 細胞で Plexin B1 の発現を

siRNA にてノックダウンしたところ、active 

RhoA, E-cadherin, Occludin の発現と actin

重合が抑制され、LARG の局在が細胞膜から細

胞質へ移行していた。以上の結果より、エナ

メル芽細胞において RhoA の活性化は

Sema4D-PlexinB1-LARG 経路にて制御されて

いることが明らかとなった。 

 

(4) Rho-Slugによるエナメル芽細胞上皮分化

制御 

我々の過去の予備実験で、培養エナメル上皮

細胞の Rho シグナルを抑制すると、EMT を制

御する転写因子 Slug の発現上昇が見られた

ことから、Slug が Rho の下流でエナメル芽細

胞分化を制御している可能性が考えられた。

マウス切歯の Slug 免疫染色では、未分化な

エナメル上皮細胞(内エナメル上皮細胞)で

発現が強く見られる一方、分化したエナメル

芽細胞(分泌期エナメル芽細胞)ではその発

現が消失していた。E18.5 RhoA DN+マウス切

歯において Slug の発現はエナメル上皮細胞

全体に観察された。また、マウス切歯器官培

養に Rho activator, Rho inhibitor を作用

させたところ、Rho activator では Slug の発

現抑制、Rho inhibitor では発現上昇が認め

られた。さらに培養エナメル上皮細胞に Rho 

inhibitorを作用させるとSlugの発現が細胞

質から核へと移行した。また、mHAT9d 細胞で

Plexin B1 の発現を siRNA にてノックダウン



したところ、Slug の局在が核から細胞質へと

移行していた。現在、培養エナメル芽細胞に

おける Slug の機能喪失、機能獲得実験を行

い、amelogenin 遺伝子発現の変化を解析中で

ある。 

 

以上の結果から、エナメル芽細胞分化を制御

する新たなシグナルカスケードとして

Sema4D- RhoA-Slug経路の存在が示唆された。 
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