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ラット下顎切歯のエナメル器の特殊性の評価と培養下における細胞識別研究 

１ 研究目的 

ラット切歯は常生歯であるため、エナメル質を常に形成している。その唇側面には全ての分化段

階のエナメル芽細胞が常に存在し、必要な段階の細胞を容易に摘出できるため、エナメル質形成の

研究に有用で、特に細胞研究には広く使われてきた。ただし、ラット切歯にもエナメル器があるが、

エナメル芽細胞以外の細胞がエナメル質形成にどのようにかかわっているかは不明である。ヒトや

ラット臼歯のエナメル器であれば，基質形成期ではエナメル芽細胞、中間層細胞、星状網細胞、外

エナメル上皮という構成であり、成熟期では中間層細胞と星状網細胞が乳頭層に変わる。だが、こ

れがラット切歯にもあてはまるかどうかはこれまでの研究では検討されていない。 

エナメル芽細胞の初代培養や株細胞は分子生物学的な研究には必須の材料であるが、培養下では

円柱状ではなく、扁平化してしまい、細胞の特徴を大きく失う。このことは、エナメル器の構成細

胞においても同様で、初代培養下におけるエナメル器の構成細胞がどのように生存し、生理的な特

性を残しているか、またエナメル芽細胞とどのように相互関係を維持しているのかも不明である。

そこで有用なのは細胞分化マーカーである。 

例えば、サイトケラチン 14（cytokeratin14: CK14）は口腔上皮や歯胚上皮に強く発現する構造

タンパク質であり、その後、P63、p75NGFR、Notch2 mRNAなどがエナメル器構成細胞の特定

な部位で発現することが示された。しかし、これらを培養下で用いても、組織染色で得られた知見、

一般の歯胚で知られている細胞構成の知見などと食い違いがあったために細胞の識別が難しかっ

た。そこで、こうした食い違いの原因を明らかにし、照合できるようにする必要があった。 

本研究では、エナメル質形成の機能研究には、エナメル芽細胞だけでなく、エナメル器の構成細

胞すべてを視野にいれることが必須と考え、ラット切歯のエナメル器の構成細胞を組織切片と培養

細胞の両面から識別できる手技を確立することを目指した。そのために、組織解析による組織学的

構造の検証、細胞分化マーカーを用いた組織上での細胞識別と培養下での細胞識別を行い、初代培

養細胞とエナメル器構成細胞の対応関係を明らかにすることを目的とした。 

 

２ 研究方法 

 常生歯であるラット切歯のエナメル器の構成細胞を形態学的に確認し、さらに細胞分化マーカー

を用い、構成細胞の組織解析を行った。組織解析には生後 8〜14日齢の下顎骨の非脱灰パラフィン

切片、生後 10 日齢のエナメル上皮シートのテクノビット樹脂切片および成獣のエナメル上皮シー

トのパラフィン切片、生後 4日齢の新鮮凍結切片を用いた。また生後 10日齢のエナメル上皮シー

トを用いて初代培養における構成細胞の形態学的観察を行い、同様に細胞分化マーカーの発現の確

認を行った。 
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細胞分化マーカーとしては上皮に特異的な構造タンパクであるCK14、エナメル芽細胞の分化段

階が進むと分泌が増える、エナメル質特有のタンパクであるアメロゲニン（amelogenin：Am）、

硬組織形成に必須な酵素である ALP、歯胚発生に必要なエネルギー源であるグリコーゲンをはじ

めとする多糖類を検出するPAS染色を使用した。 

 

３ 研究成果 

ラット切歯のエナメル器を構成する細胞としてエナメル芽細胞、中間層細胞が確認できた。また、

星状網細胞にあたる中間層細胞の外側に血管の侵入が豊富な細胞層が確認できた。これは乳頭層様

の構造であったが、中間層細胞と共存していることと、基質形成期のエナメル芽細胞と共存してい

る二点で特徴的な偽乳頭層細胞（pseudopapillary layer cell: PPL）と呼称して、区別する必要が

考えられた。 

 組織解析では 4種類の細胞分化マーカーの発現を確認した。CK14ではラット切歯でエナメル器

を構成していると考えられる全ての細胞（エナメル芽細胞、中間層細胞、偽乳頭層細胞）が陽性で

あった。また、ALPでは中間層細胞、偽乳頭層細胞が陽性、PASでは全体的に発現が認められる

が、偽乳頭層細胞は強陽性であった。これにより偽乳頭層細胞が明瞭に識別することが可能であっ

た。以上より、中間層細胞と偽乳頭層細胞が共存しており、乳頭層細胞とは異なることが明確にな

った。またAmに関してはエナメル芽細胞のみ発現を認めた。 

 ラット切歯エナメル器の初代培養では、培養細胞は集塊形成するものとしないものに分かれた。

集塊形成をする細胞群では多角形の大型細胞と円形の中型細胞が見られた。集塊形成しない細胞群

では紡錘形の細胞と他の細胞に重層する円形の小型細胞が見られ、培養下では 4種類の細胞が確認

され、集塊形成をする細胞群としない細胞群では相互に細胞の移動は見られなかった。 

 培養細胞で4種類の細胞分化マーカーの発現の確認を行った。CK14は全ての細胞で陽性であり、

集塊形成する細胞群で特に強い陽性が認められた。ALP に関しては集塊形成する細胞群では発現

が見られず、集塊形成しない細胞群に強く発現していた。PAS では小型の円形細胞のみに発現が

見られた。Amは集塊形成する細胞群の中で中型の円形細胞が強く発現を認め、他の細胞にも発現

を認めた。 

 

４ 考察 

ラット切歯の組織解析によって、エナメル器を構成する細胞の構成が明らかになった。ヒトやラ

ットの臼歯とは異なり、星状網細胞に代わり、偽乳頭層細胞で構成されていた。エナメル質形成側

よりエナメル芽細胞、中間層細胞、偽乳頭層細胞となっており、外エナメル上皮は存在していなか

った。偽乳頭層細胞はALP活性とPAS反応を認め、中間層細胞と星状網細胞の特徴を同時に持つ

ことがわかった。また、基質形成期も含めた全段階のエナメル器内の偽乳頭層細胞間に血管の侵入

を認め、これらがエナメル器を栄養していることが考えられた。 

生後 10 日齢のエナメル上皮シートのテクノビット樹脂切片、成獣のエナメル上皮シートのパラ

フィン切片および新生仔顎骨の非脱灰凍結切片を 4種の細胞マーカーで染色することにより、各部

位の違いを明らかにし、組織での細胞識別を可能にした。 

初代培養では形態的に 4種類の細胞が見られた。そして 4種の細胞マーカーで染色することによ

りエナメル器のどの細胞であるかを識別することが可能となった。すなわち、初代細胞培養におけ

る全ての細胞に CK14 の発現が見られ、初代培養系の細胞群で見られる 4 種すべてがエナメル器

の上皮由来であることが確認できた。ALP では集塊形成しない細胞である紡錘形細胞と他の細胞
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に重層する小型細胞に活性が見られ、集塊形成する細胞に発現が見られなかったことから集塊形成

しない細胞群は中間層細胞、偽乳頭層細胞にあたり、集塊形成する細胞群はエナメル芽細胞にあた

ることがわかった。PAS においては他の細胞に重層する細胞に発現が見られたことから、偽乳頭

層細胞であることが示唆された。また、紡錘形細胞は中間層細胞であることも示唆された。アメロ

ゲニンにおいては集塊形成する細胞群の中で大型多角形細胞より中型円形細胞がより強い発現を

認めていることから、大型多角形細胞が分化段階の低いエナメル芽細胞、中型円形細胞が分化段階

の進んでいる細胞であることが考えられた。 

 

５ 結論 

本研究では、4種類の細胞分化マーカーを用い、ラット下顎切歯エナメル器構成細胞の組織解析

と培養細胞の比較を行うことにより、初代培養下でのエナメル器構成細胞の識別を可能にした。ま

た、ラット切歯のエナメル器の構成を明らかにし、これまで確認されていない細胞層があることを

確認できた。そしてこれを偽乳頭層細胞と名付け、その性状を明瞭にした。 

 
 
 


