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4. 考察

4-1. 胎仔期、生後および成体マウスの歯周組織細胞における SIX1の発現様式の変化 

	
 本研究での重要なポイントは、生後および成体マウスの歯周組織においても SIX1

が発現することを見出したことである（図 3）。生後マウスを経時的に解析すると、

歯根膜形成期の PN14までは歯根膜領域全体で SIX1が豊富に発現するが、歯根膜の

形成を終えた PN28以降では、SIX1 の発現細胞数とその発現レベルの両者ともに減

少する（図 3）。また、PN14の歯根膜では、増殖性細胞と SIX1陽性細胞が歯根膜全

体で数多く観察され、EdUと SIX1の共陽性細胞は EdU陽性細胞の約半数である。

PN28の歯根膜では、EdU陽性細胞数と SIX1陽性細胞数ともに大幅に減少するもの

の、EdUと SIX1の共陽性細胞は EdU陽性細胞の半数弱である（図 5）。これらの観

察から、SIX1 は歯根膜細胞の増殖や分化に極めて重要な役割を担っていると考えら

れる。

	
 歯の形成は、上皮組織より分泌される FGF-8と BMP-4および SHH等のシグナル

分子が、第一鰓弓に侵入した神経堤由来外胚葉性間葉組織に作用し、開始される。外

胚葉性間葉組織ではMsx1や Pax9 が誘導される。そして、間葉細胞は細胞接着因子

である SYNDECAN-1 や TENASCIN を分泌しながら、増殖と凝集をはじめる。さ

らに間葉組織で誘導された BMP-4 は、肥厚した上皮に作用して Msx2、p21、Lef1

などの発現を誘導する。帽状期（cap stage）となり、エナメル結節が現れると、再

び上皮で BMP-2, BMP-4 と FGF-4, FGF-9 が産生されてエナメル器が発達する

（Peter et al., 1999; 須田立雄, 2007）（図 17）。このように歯や歯周組織は、上皮と

間葉を液性シグナルが行き交う上皮間葉相互作用を通じて形成される。
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     胎齢 11.5日	
 	
 	
 	
 	
    胎齢 13.5日	
 	
 	
 	
 	
 胎齢 15.5日 

図 17. 歯形成領域における上皮間葉相互作用の模式図 

	
 

	
 私が所属する研究室の高橋らは、以前に、Six1が胎仔期マウスの歯小嚢において発

現することを報告した（Nonomura et al,. 2010）。また、図 3で示した、bell stage

よりさらに早い時期の bud stage や cap stage に相当する段階の歯胚においても、

SIX1の発現を確認した（図 18）。Six1は耳胞のパターン形成を特徴づける複数の遺

伝子群の発現調節に関わり、内耳の発生に極めて重要な役割をもつ（Ozaki et al., 

2004）。Six1-/- では内耳が形成されず、耳胞における Bmp-4の発現が消失する（Ozaki 

et al., 2004）。一方、BMP-4は歯胚形成における上皮間葉相互作用において重要なシ

グナル分子である（図 17）。したがって、これらのことを考慮すると、初期歯胚形成

においては、Six1は Bmp-4発現を制御し、初期歯胚発達の上皮間葉相互作用に関与

することが示唆される。
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図 18. cap stageの歯胚における SIX1タンパク質の発現様式 
 
赤は SIX1、青は DAPIを示す。SIX1は、エナメル器を取り囲む歯乳頭および歯小嚢
細胞に強く発現する。 

	
  

4-2. ヒト培養歯根膜細胞における SIX1の発現とその性質 

	
 ヒト歯根膜由来細胞におけるSIX1の発現は、ほぼ全ての細胞に認められた（図8）。

遊走法で得られたヒト歯髄由来細胞、ヒト歯小嚢細胞および歯根膜細胞にも SIX1の

発現が認められた（未発表データ）。遊走法は得られた組織片を培地の中に静置し、

組織片から遊走性の高い細胞が這い出すのを待つ方法である。本研究では歯根膜幹細

胞研究分野で一般的な単離採取方法である、酵素法を用いて調製した歯根膜由来細胞

を使用し、実験系を統一した。歯根膜幹細胞の特異的マーカータンパク質は現在のと

ころ同定されていないものの、CD146および STRO-1が用いられることが多い（Seo 

et al., 2004）。遊走法と酵素法で単離される細胞の性質の違いは、CD146陽性細胞が

含まれるかどうかであり、実際に遊走法により調製した細胞では CD146 の発現をほ

とんど認めなかった（未発表データ）。また、STRO-1マーカータンパク質について、

蛍光免染色を行ったところ、バックグラウンドが強く、明らかな発現を確認出来なか

った（未発表データ）。培養歯根膜細胞は様々なマーカータンパク質を発現するヘテ

エナメル器
は

歯乳頭
歯小嚢

歯小嚢
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ロな細胞集団であり、非常に高い増殖能を示すことが知られている。歯根膜細胞を特

徴づけるマーカータンパク質の TNMD は、他の論文での報告と一致して、継代数 3

（P3）あるいは P4 で、SIX1 と同時に発現が見られる細胞が数多く観察された（図

8Aおよび未発表データ）。 

	
 本研究では、生後マウスの生体歯根膜における SIX1の発現を報告したが、ヒトの

生体歯根膜における SIX1の発現は観察していない。従って、ヒト培養歯根膜細胞で

の SIX1の発現が、元来の生体歯根膜での発現を引き継いでいるものなのか、初代培

養の過程であらためて発現してきたものなのかは評価出来ない。しかしながら、マウ

ス生体における SIX1の発現は、発生過程では認められるものの、器官の成熟ととも

に発現が低下すること（Ford et al., 1998）、感覚器やその他器官形成においては、細

胞増殖を盛んに行う前駆細胞集団に Six1が必須であること（Zheng et al., 2003; Li et 

al., 2003; Ozaki et al., 2004; Ikeda at al., 2007; Sato et al., 2010；Suzuki et al., 

2010; Ikeda et al., 2010; Suzuki et al., 2011）、そして、マウスの筋肉の成長や再生

に関与する筋芽細胞あるいは筋衛星細胞にも SIX1 の発現を認める（Yajima et al., 

2010; Le Grand et al., 2012）ことから、ヒト生体歯根膜においても、歯根膜の成熟

に伴い一旦は SIX1の発現が低下するものの、歯根膜細胞が単離培養され、活発に増

殖することで、SIX1が再発現したと考える。 

 

4-3. SIX1による歯根膜細胞の増殖制御 

	
 Six1-/-と野生型の E18.5 の歯小嚢における増殖性細胞数の割合を比較したところ、

Six1-/- は野生型と比較して 21％減少していた（図 7）。また、SIX1 をノックダウン

したヒト培養歯根膜細胞では、コントロールと比較して増殖性細胞数の割合が 28％

減少した（図 16）。細胞増殖性に関連した SIX1の機能として、ある種のがん細胞に
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おいては、SIX1 の発現が亢進しており、さらに SIX1 が細胞増殖 G1 期から S 期へ

の移行促進に関わる cyclin D1 や cyclin A1（Harper et al., 1993）の発現を直接調節

することで細胞増殖を促進することが知られている（Coletta et al., 2004; Li et al., 

2013; Wu et al., 2015）。また、Six1-/- 顎下腺では cyclin A1の発現が低下して、顎下

腺組織の低形成をもたらすこと、及び、野生型マウス顎下腺では E18.5において強く

発現していた Six1と cyclin A1が、PN28までに両方とも著しく減少するとの報告が

ある（McCoy et al., 2009b）。これらのことは、がん細胞における Six1/SIX1発現と

正常発生における Six1/SIX1発現が cyclin D1 や cyclin A1を介して、細胞増殖の制

御に関与することを示唆する。ヒト培養歯根膜細胞における SIX1のノックダウンに

より、cyclin依存性キナーゼ阻害タンパク質である、p21と p27がコントロールと比

較して増加した（未発表データ）ことから、SIX1 と細胞周期阻害タンパク質の関与

も考えられる。歯小嚢や培養歯根膜細胞においても、SIX1が cyclin D1 や cyclin A1

を介して細胞周期制御することで、増殖を制御している可能性が示唆される。 

	
  

4-4. 石灰化抑制因子としての SIX1の可能性 

	
 骨芽細胞へと分化誘導した培養歯根膜細胞は、後期骨芽細胞マーカーの

Osteocalcin （OCN）を発現したが、石灰化物の形成までは認められなかった。また、

骨分化誘導後の培養歯根膜細胞には SIX1の発現が引き続き認められた（図 11）。OCN

は後期骨分化マーカータンパク質であるものの、OCN 欠損マウスでは、骨組織の石

灰化には全く異常が認められず、野生型と比べ、骨形成が亢進することから、OCN

はむしろ石灰化に抑制的に作用すると考えられている（須田立雄, 2007）。マウス歯根

膜で、歯根の表層に位置する CB（セメント芽細胞）は SIX1 の発現が見られない事

から（図 3C3, 4＊）、歯根象牙質の表層のセメント質以外の歯根膜では SIX1の発現
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によって石灰化が抑制されている可能性がある。そして骨芽細胞分化誘導においても、

SIX1 が OCN の発現を維持することによって石灰化の抑制を行っている可能性があ

る。分化誘導前の培養歯根膜細胞において OCN発現細胞は多く観察された（未発表

データ）。培養歯根膜細胞での OCN の発現は RUNX2 の発現と同様に歯根膜細胞の

特徴であると考えられている（Lindroos et al., 2008; Itaya et al., 2009; Ozer et al., 

2013）。また、軟骨分化マーカータンパク質である Aggrecan 陽性細胞がわずかに存

在し、脂肪細胞マーカータンパク質である FABP4陽性細胞は、全く観察されなかっ

た（未発表データ）。SIX1が OCNの発現を維持しているのかどうか、そして石灰化

の抑制に働いているのかどうかを明らかにするためには、siRNA 等による SIX1 の

機能阻害をした条件で、骨分化誘導実験を行う必要がある。さらに同条件下において、

未分化性マーカータンパク質の発現や、骨芽細胞、脂肪細胞、さらには、軟骨細胞を

特徴づける各種マーカータンパク質の発現の誘導などの変化が見られるかどうかを

確認する必要がある。本実験系で真に骨分化が行われて、硬組織形成能を有するか否

かを明確にするためには、細胞へのカルシウムの蓄積を示す、アリザリンレッド S染

色や Von kossa染色を用いる必要がある。今後は SIX1機能阻害が歯根膜細胞の分化

に及ぼす影響を詳細に解析し、SIX1の分化制御機能解明につなげたい。 

 

4-5. 歯周組織形成における Sixファミリー 遺伝子の機能的重複の可能性 

	
 Six1-/- においては、内耳、嗅上皮、味蕾、腎臓、筋肉、神経節および顎下腺などの

器官形成の欠陥が報告されている（Zheng et al., 2003; Li et al., 2003; Ozaki et al., 

2004; Konishi et al., 2006; Ikeda et al., 2007; McCoy et al., 2009b; Suzuki et al., 

2010; Ikeda et al., 2010; Suzuki et al., 2011）ものの、歯の形成については何ら報告

がない。野生型と Six1-/- の E18.5 の歯小嚢を含む歯胚の比較を行ったが、形態や大
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きさにはっきりとした差異は認められなかった（図 7）。Six1/Six4欠損ホモマウスの

器官形成の欠陥は Six1 欠損ホモマウスよりも甚大であることから（Grifone et al., 

2005; Konishi et al., 2006; Giordani et al., 2007; Kobayashi et al., 2007）、Six1欠

損ホモマウス歯胚でも他のSixファミリー遺伝子による機能相補が行われている可能

性が考えられる。胎仔期マウスの歯胚には Six1の他に Six2, Six4, Six5の発現が確認

されている（Nonomura et al., 2010）ことから、マウス歯胚においては他の Sixファ

ミリー遺伝子による Six1 の機能相補が生じていることは十分に考えられる。本実験

で使用した培養歯根膜細胞には SIX4の発現を認めた（未発表データ）。SIX1の機能

をより深く理解するために、SIX1単独での機能阻害解析に加え、Six1/Six2あるいは

Six1/Six5欠損ホモマウスでの歯小嚢の形態的変化、ならびに SIX1/SIX4機能阻害に

よる培養歯根膜細胞への影響、について研究を掘り下げる必要があると考える。また、

本研究では Six1-/- が生後すぐに死亡するため、出生直前の E18.5における Six1解析

を行っている。出生後の歯冠や歯根の形成過程は、マウスやラットの腎皮膜下移植等

の方法により観察しうる（Sakuraba et al., 2012）。今後、野生型および Six1-/- から

歯胚を摘出して腎皮膜下へ移植することにより、SIX1 欠損が歯冠や歯根の形態形成

にどのように影響するのか経時的な追跡実験を行いたいと考えている。 

 

4-6．今後の展望 

	
 本研究は、SIX1 が歯の発生段階において、歯根膜前駆細胞や歯根膜幹細胞の増殖

を担っていることを示した。そして研究を通して、Six1-/- を用いた生体内における

Six1の機能解析方法と siRNAを用いた培養細胞に対する機能阻害実験系を確立する

事ができた。歯根膜細胞は線維芽細胞様でありながら、腱・靭帯関連マーカーや骨芽

細胞マーカーを発現するなどのユニークな特徴を持っている。したがって、今後は従
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来の歯周組織再生ツールとしてのみならず、口腔内に限らない他の組織への応用を見

据えた研究を行うべきであると考えている。具体的には手足の腱・靭帯・および関節

軟骨の再生研究である。口腔は、組織、器官の中で最も外界と交通している器官の 1

つであるため、組織や細胞の採取が容易であるという利点がある。しかも、利用する

細胞ソースが医療廃棄物として扱われている抜去歯牙であるため、身体への侵襲はか

なり低く、倫理面での問題も生じにくい。幹細胞研究分野で、臨床応用の基盤となる

情報を歯科が中心となり提供することが可能である。もう 1つの展開としては、がん

研究ツールとして SIX1を用いる研究を考える。がんの悪性度を測る指標として、腫

瘍での SIX1の発現レベルが注目されている。さらに、がんの転移を引き起こす上皮

間葉転換にも SIX1の関与が報告されている（McCoy et al., 2009a）。したがって、

我々歯科・口腔外科医が扱う、口腔扁平上皮がんや唾液腺がんの頸部リンパ節転移と

SIX1 の関係は今後研究すべき重要な課題である。本研究は発生とステムネス（幹細

胞性）という観点からのアプローチとなったが、組織幹細胞はがん幹細胞とも密接に

関わるため、今後これらの研究に取り組み歯科臨床に関係する研究活動を是非続けた

い。 
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5. 総括  
 

	
 本研究では、マウス歯根膜発生時における Six1 およびヒト培養歯根膜細胞におけ

る SIX1 の役割を明らかにすることを目的として、1）生後マウスの歯小嚢および歯

根膜における SIX1 の発現分布解析を行った。2）SIX1 発現細胞と EdU 標識される

増殖性細胞の数を生後 14 日齢（PN14）マウスと生後 28 日齢（PN28）マウスで比

較した。3）胎齢 18.5日（E18.5）野生型マウスと Six1欠損ホモマウスの歯小嚢にお

いて EdU標識される増殖性細胞数の割合を比較した。4）ヒト培養歯根膜細胞が SIX1 

を発現するのか、歯根膜幹細胞を含むか否かを検討した。5）ヒト培養歯根膜細胞を

用いた SIX１siRNAによるノックダウン実験により、増殖性細胞数の割合の変化を解

析した。結果は以下の通りである。 

 

1）生後マウスの歯小嚢および歯根膜に SIX1 の発現が観察された。経時的解析の結

果、将来の歯根膜となる歯小嚢全体に SIX1が強発現するが、歯根膜の成熟とともに

SIX1の発現が弱まり、SIX1発現細胞数も減少した（図 3）。 

2）歯根成長期の PN14では歯根膜も発達段階にあり、SIX1陽性細胞が多く観察され

た。歯根と歯根膜の盛んな形成を裏付けるように EdU で標識される増殖性細胞は歯

根膜全体に数多く存在した。一方で歯根完成期の PN28 では歯根膜もほぼ完成し、

SIX1発現細胞の減少と平行して増殖性細胞数の減少が見られた（図 5）。 

3）野生型マウスと Six1欠損ホモマウスの歯小嚢における増殖性細胞数の割合を比較

した結果、Six1欠損ホモマウスの増殖性細胞数の割合は、野生型と比較して統計的に

有意に減少していた（図 7）。 

4）ヒト培養歯根膜細胞は、ほぼ全ての細胞が SIX1 を発現していた。また、この細
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胞は歯根膜幹細胞/前駆細胞を含む細胞集団であることが示唆された（図 8, 9, 10, 11）。 

5）ヒト培養歯根膜細胞の、SIX1の機能を阻害した場合には、機能阻害しない場合と

比較して、増殖性細胞数の割合に統計的に有意な減少が見られた（図 16）。 

 

	
 これらの結果から、歯根膜発生において、SIX1 が歯根膜に分化する前の歯根膜前

駆細胞に発現することと、歯根膜細胞の増殖性と SIX1 の発現には相関があること、

さらに Six1/SIX1は歯根膜前駆細胞や培養歯根膜細胞に発現し、細胞増殖を担うこと

が示された。 
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