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研究成果の概要（和文）：歯の発生後期には，エナメル器（上皮）に血管が複雑に入り込んだ構造をとるので，この過
程から新規血管新生のメカニズムの解明を考えた。上皮特異的にβ-gal を発現する遺伝子改変マウスを用いて，上皮
間葉転換とそれに関わる因子の検索を行った。またFlk1(VEGF2R)―GFPマウスによって血管構築を観察した。その結果
，星状網の細胞は内エナメル上皮細胞の増殖によって中間層細胞を経由して発生すること，星状網の血管構築には低酸
素反応因子Hif1の発現から酸素濃度の変化とHif1の発現が深く関わっていること，を明らかにした。また血管網はエナ
メル基質の石灰化のためにエナメル芽細胞の分化との関連も示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the late stage of tooth germ development, vasculogenesis is observed in the ena
mel organ. To discover the mechanisms of the vasculogenesis, we studied on the relationship between the va
sculogenesis and epithelial-mesenchymal transition using Keratin14 cre-b-gal transgenic mouse,  Mesp1 cre-
b-gal transgenic mouse and Flk1-GFP transgenic mouse. Also, the cell dynamics of enamel organ was observed
 by real-time imaging of tooth germ organ culture. The study showed that the development of stellate retic
ulum cells is derived from inner enamel epithelial cells, and that the vasculogenesis and epithelial-mesen
chymal transition is closely associated with hypoxia in the enamel organ from expression of Hif1. Furtherm
ore, it is considered that the vasculogenesis is related with ameloblast differentiation to calcify the en
amel matrix.
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１．研究開始当初の背景 
 
歯の発生過程では鐘状期後期になると上
皮であるエナメル器の星状網内に血管が
侵入する(図１)。しかし，正常な歯の発生
過程でなぜ上皮中に血管が侵入してくる
のか，その生理的な役割は何であるか全く
わからない。最近我々は，鐘状期前期の星
状網の一部が MSC のマーカーである
CXCR4,	
 N-cadherin，ビメンチン，EMT
に関わる Tgf-β，slug, snail などの因子
を発現していることを証明した。さらに分
担研究者は MSC がギャップ結合を通じ
て血管内皮細胞の増殖や分化，アポトーシ
スを調節している可能性も示した（Otsu 
et al., Blood, 2006）。また，骨髄ではMSC
と血管との間で幹細胞 niche が形成され
ていることも報告された。以上のことから，
この星状網の血管新生には EMT によっ
て生じた MSC が重要な役割を果たして
いるのではないかと考えた。そこで，星状
網内での EMT の現象を明確に捉えて，
さらに EMT で生じた MSC の細胞学的
特徴を調べることで血管新生との関連性
を証明できれば，血管新生の新規メカニズ
ムの発見につながると考えた。(図１) 

 
２．研究の目的 
表皮や粘膜上皮などの上皮組織内には血
管は見られない。歯の発生過程では，鐘状
期前期までは上皮内に血管は見られない
が，後期になるとエナメル器星状網は血 
管が複雑に入り込んだ構造を形成するよ
うになる。血管新生の分子機構は，細胞培
養や分子生物学的研究から解明されつつ
あるが不明な点も多い。そこで，この星状
網と血管新生との関係を詳細に調べるこ
とによって，従来にない血管新生の新しい

メカニズムの発見につながると考えた。
我々は，星状網細胞の一部がビメンチンや
slug などを発現する結果を得たことから，
上皮間葉転換(EMT)によって生じる間葉
系幹細胞(MSC)が血管新生に重要な役割
を果たしている可能性を考え，この仮説を
証明する計画を立てた。 

 
３．研究の方法 

 (1)  K14-cre-Rosa26R マウス（東京医科
歯科大学より供与済み）をかけて，一度
K14を発現した上皮細胞はβ—ガラクトシ
ダーゼ(β-gal)を発現しつづける遺伝子改
変マウス（K14-cre/Ｒosa26R）を作製す
る。このマウス歯胚におけるβ-galの発現
と血管内皮細胞のマーカーである CD31
や間葉系細胞のマーカーである vimentin
との 2 重染色を行い，星状網細胞が血管
内皮細胞に分化したかを検討した。 

 
 (2)  歯胚の成長過程での星状網の発生を

観察するために，歯胚の器官培養法の開発
と歯胚細胞の動態をリアルタイムで観察
した。 

 
 (3)  歯胚の成長過程での星状網内の血管

構築過程を観察するために，血管内皮細胞
のマーカーである Flk-1が GFPを発現す
る Flk1-GFPマウスを用いて，GFP陽性
細胞の歯胚形成過程での動態を観察した。 

 
 (4)  星状網に発現する上皮間葉転換関連

遺伝子と血管構築に関わる因子群の発現
を免疫組織学的に観察した。 

 
４．研究成果	
 

(1) 歯の発生過程では，後期になるとエ
ナメル器星状網は血管が複雑に入り込
んだ構造を形成するようになる。間葉特
異的プロモーターを用いたマウス
mesp1-cre-Rosa26R マウスによるβ
-gal の染色と血管内皮細胞マーカーと
の 2重染色の結果から，ほとんどの血管
内皮細胞の由来は中胚葉系の細胞で歯
胚の外から進入してくることが明らか
となった。しかし，K14-cre-Rosa26R
マウスを用いた解析では一部の細胞で
β-gal陽性の細胞とCD31陽性細胞が重
なって観察される部位が存在すること
から，星状網細胞の一部が血管内皮細胞
に転換して血管構築に寄与する可能性
も示唆された（図２）。しかし，画像の
解像度等の問題もあり，これについては
今後も詳細な検討が必要である。 
 

図１。マウス(E18)の下顎第 1 大臼歯歯胚
の VI 型コラーゲンの免疫染色。エナメル
器内に複雑に入り込んだ血管網が観察で
きる。 



 
 
(2) 歯胚エナメル器での血管構築をより
詳細に観察するために，血管内に DiIを
注入した歯胚を蛍光実体顕微鏡で観察
した。その結果，咬頭頂にそって血管網
が形成されており，エナメル上皮の分化
に伴って血管網が構築されることが示
された（図 3）。 

 
 

 
(3)Flk1(VEGF2R)—GFP マウスによる
歯胚周囲での血管構築を観察した。その

結果，歯胚周囲に血管網を構築した後に，
鐘状期後期なると星状網内に血管内皮
細胞が浸潤して中間層細胞の外側に新
たな血管網を構築することを認めた。こ
の血管構築とエナメル芽細胞の分化と
が密接に関連していた(図 4)。 
 

 
 

 
 

(4)星状網細胞の発生との関連を調べる
ために，GFP マウスを用いて歯胚発生
過程での細胞の動態を観察した。その結
果，星状網の細胞は内エナメル上皮細胞
の増殖によって中間層細胞を経由して
発生することが明らかとなった（図５）。 

 
(5) HIF1a	
 (hypoxia-inducible	
 factor	
 
1α)は低酸素環境で活性化し、下流の遺伝
子発現を制御する転写因子である。鐘状期
前期臼歯における内エナメル上皮細胞や
星状網細胞で HIF1a	
 の強い発現が認めら
れたことを発見した(図 6)ことから、こ
れらの細胞が低酸素環境下にあることが
わかった。さらに，この発現パターンと血

図 2。マウス(E18)の下顎第 1大臼歯歯胚。
β-gal(CK14 発現細胞；赤）と CD31(血管
内皮細胞マーカー）の 2重染色。矢印はこ
れらの発現が重なって黄色に観察される。	
 
 

図３。マウス(PN5d)下顎第 1 大臼歯歯
胚での DiI血管注入観察。分化したエナ
メル芽細胞の上部に沿って血管網の構
築が観察できる。 

図５。GFPマウス臼歯歯胚発生過程のリ
アルタイムイメージング。星状網細胞が
内エナメル上皮細胞の増殖と細胞移動に
よって形成される過程が観察できる。 

図４。マウス（PN5d）下顎第一大臼歯
歯胚エナメル器に見られる Flk1-GFP
陽性細胞の分布。 



管網の構築との関係から，HIF1a	
 の発現が
血管網の誘導に関与していることが推測
できた。また HIF1a  (hypoxia-inducible 
factor 1α) が間葉系幹細胞で Rho シグナル
を制御しているという報告	
 (Raheja,	
 
2009)や星状網内では Rho シグナルの活性
が低下することから，Rho シグナルを介し
た上皮間葉転換と血管誘導との関係が密
接に関連していることが考えられた。 
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