
1 

 

学位申請論文 

 

 

星状網における Filamin A 依存的 EMT の 

歯の形態形成への影響 

 

 

 

 

 

 

 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 歯科矯正学分野 

 

小佐見 昂宏 

 

 

 

 

指導教授 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 歯科矯正学分野 

上岡寛 



2 

 

星状網における Filamin A 依存的 EMT の歯の形態形成への影響 

 

小佐見 昂宏 

 

 

緒言 

 

 歯の発生は，口腔上皮の局所的肥厚と内方への陥入により歯堤（dental lamina）が形成さ

れることに始まり，歯堤はさらに発達して外エナメル上皮，内エナメル上皮，星状網（stellate 

reticulum: SR）からなる層構造へと分化・確立される 1）。SR は歯胚全体の形態を機械的に

支持するとともに，内エナメル上皮への栄養供給およびシグナル伝達の場として機能する

2,3）。SR は外エナメル上皮と内エナメル上皮の間に位置する上皮性の細胞集団であり 4），細

長い細胞突起で互いに連結し網目状構造を形成し，間葉細胞様の外観を呈する。すなわち，

SR には上皮的形態と間葉的形態の双方が認められ，この点は同部位での上皮–間葉転換

（epithelial–mesenchymal transition: EMT）の関与を示唆する。 

EMT は，上皮細胞が極性と細胞間接着を減弱させ，間葉様の性質と運動性を獲得する発

生プログラムであり，形態形成のみならず創傷治癒や病態にも関与する 5）。その際, 上皮マ

ーカーである E-cadherin の低下とともに間葉系マーカーである N-cadherin の発現が亢進
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することが観察され，細胞間接着様式と細胞移動能の再構築に寄与するとされる 6）。また，

CD90 は EMT を経て上皮細胞が間葉様の性質を獲得した状態を示す間葉系マーカーの 1 つ

として用いられている 7）。さらに，EMT 誘導性転写因子である SNAI1 は E-cadherin など

の上皮系マーカー遺伝子の転写を抑制し 8），N-cadherin などの間葉系マーカー発現誘導を

介して EMT を制御する代表的な因子である 9,10）。顎顔面形成では，口蓋突起の癒合過程で

正中縫合上皮が EMT を経て間葉様へ転換し，上皮層の消失と連続した間葉組織の形成を介

して癒合が完了する 11,12）。同様の EMT 依存的機構は鼻突起と上顎突起の癒合にも報告され

ている 13）。さらに，歯の形成は口腔上皮と神経堤由来間葉の緊密な相互作用により進行し

14），一部の過程では上皮細胞が部分的に間葉様の特徴を獲得する partial EMT が報告されて

おり，とくにエナメル質形成を担うアメロブラストへの分化過程では，細胞移動や形態変化

と並行して EMT 様の変化が観察される 15）。 

Filamin A（FLNA）はアクチン細胞骨格に結合する大型タンパク質であり，細胞形態の維

持，遊走，力学刺激への応答，ならびに受容体・転写経路の統合に関与する 16,17）。FLNA を

コードする遺伝子は X染色体上に位置するX 連鎖遺伝子である 18）。発生期には中枢神経系，

心臓，骨格，口蓋などで細胞移動と形態形成を制御することが示され，ヒトでは FLNA 変

異により脳室周囲結節性異所性灰白質，骨格異常，心血管病変，口蓋裂など多彩な先天異常

が報告されている 19,20）。全身性 Flna 欠損マウスは胎生致死となり，生存に必須の臓器形成

に致命的な障害を生じる 21）。これらの知見は，FLNA が発生過程における細胞の形態変化
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や移動などの挙動を上流段階で制御する調節因子であることを示唆する 22）。さらに，近年

では FLNA は上皮細胞の間葉様形質の獲得や細胞接着の再構築といった EMT の制御にも

関与することが報告されている 23）。 

一方で，顎顔面および歯の発生過程に EMT の関与は報告されているものの，SR におい

て EMT が実際に生じていることを示す直接的な証拠や，その現象が担う機能的役割につい

ては，いまだ十分に明らかにされていない。さらに，FLNA は細胞骨格とシグナル伝達を介

して細胞接着や転写制御を調節し得る分子であるが 16,24），発生期エナメル器においてどの

ような役割を果たすかは明らかでない。したがって，本研究では，発生期マウス歯胚の SR 

において EMT が生じるかを検証し，FLNA が SR の EMT を調節するかを明らかにすると

ともに，その結果が歯の形態形成，とくにエナメル質厚および関連形態指標に及ぼす影響を

評価することを目的とした。 
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材料ならびに方法 

 

1.動物と遺伝子型 

すべての動物実験は，岡山大学動物実験委員会の承認（OKU-2022840）のもとで実施し

た。上皮特異的 Flna 遺伝子欠損マウスを作出するために，Flna flox マウス（Flnatm1.1Caw/J, 

The Jackson Laboratory, Stock No.010907 ） お よ び KRT14-cre マ ウ ス （ Tg(KRT14-

cre)1Amc/J, The Jackson Laboratory, Stock No.004782）を The Jackson Laboratory（Bar 

Harbor, ME, USA）より購入し使用した。これらのマウスを交配することにより，Flna コン

ディショナルノックアウト雄マウス（K14- Cre⁺ Flna flox/y; 以下 cKO）およびコントロー

ル雄マウス（K14-Cre⁻ Flna flox/y; 以下 Cont）を作出し，今回の実験に用いた。 

ジェノタイピングにはマウス尾部組織を採取し，Tail Lysis Buffer（Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan）を用いて DNA 抽出を行った後，プライマーセットを用いた PCR により Cre およ

び Flna flox アレル，Y 染色体の有無を判定した。PCR 反応は T100 Thermal Cycler（Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用いて行った。胎齢は膣栓を確認した日を E0.5 と

定義し，免疫蛍光（immunofluorescence: IF）解析には胎齢 E13.5~E15.5 の胎仔歯胚を用い

た。Micro-CT 解析には，同系統から得られた生後 1 年～1 年 2 か月齢の成体マウスを用い

た。母マウスおよび成体マウスは二酸化炭素吸入後に断頭することにより安楽死させた。

E13.5–E15.5 のマウス胎児に関しては，断頭法にて安楽死させ，頭部を摘出した。 
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2.組織固定・包埋・切片作製 

固定は，既報の方法に準じて，リン酸緩衝生理食塩水で希釈した 4 ％パラホルムアルデ

ヒド溶液にて固定後，スクロース置換し，Tissue-Tek O.C.T. compound（Sakura Finetek, 

Torrance, CA, USA）で凍結包埋した。CM3050 S cryostat（Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany）を用い，フィルム法 25）にて厚さ 10 μm の切片を作製した。切片はスライドへ

回収し，封入まで低温暗所で保管した。 

 

3.免疫蛍光染色 

作製した切片をランダムに選出し，リン酸緩衝生理食塩水で希釈した 0.3 ％ Triton X に

て処理後，PBS で希釈した 4 ％ パラホルムアルデヒドで後固定した。Blocking One Histo

（Nacalai Tesque）で 10 分間ブロッキングし，一次抗体を 4 ℃で一晩反応させ，二次抗体

を室温で 1 時間反応させた。核染色には DAPI（4',6-diamidino-2-phenylindole; Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA）を 10 分間用いた。フィルムをスライドガラス (Matsunami, Osaka, Japan) 

に回収し，Dako Fluorescence Mounting Medium（Agilent, Santa Clara, CA, USA）で封入

し，カバーガラス（Matsunami）で被覆した。 

一次抗体は FLNA（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; PA5-82043），SNAI1

（Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA; sc-271977），E-cadherin（Thermo Fisher 
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Scientific, Waltham, MA, USA; 14-3249-82 ）， N-cadherin （ Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; 33-3900），CD90/Thy1（Abcam, Cambridge, UK; ab225）を用いた。

二次抗体はAlexa Fluor 488/594標識 goat anti-rabbit/mouse/rat IgG （Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA）を使用した。 

撮影は共焦点レーザー顕微鏡 LSM780（Carl Zeiss, Jena, Germany）で行い，ImageJ（NIH, 

Bethesda, MD, USA）で画像解析した。FLNA，SNAI1，CD90 の平均蛍光強度を算出し，

細胞密度の影響を補正するため DAPI 陽性核数で規格化した相対蛍光強度を用いた。群間

比較ではコントロールの平均を 1 に正規化し（Cont＝1），cKO を相対値で表記した。 

 

4. Micro-CT 撮像と解析 

Micro-CT は Skyscan 1174（Bruker, Kontich, Belgium）を用いて撮像し，再構成後に

SkyScan ソフトウェア (NRecon, CTAn, Dataviewer, Belgium)を用いてエナメル質の体積と厚

みを解析した。造影剤は使用せず，VOI（volume of interest）はエナメル質に対応する領域

として事前に定義した。しきい値はエナメル質に対する固定値を用いて二値化し，厚みは

CTAn に実装されたソフトウェア標準アルゴリズム（構造厚さ／平均厚さ）で算出した。 

撮影条件は再構成ボクセルサイズ 12.93 µm（全データ共通），ピーク電圧 50 kV，ピーク

電流 800 mA，0.5 mm アルミニウムフィルター使用とした。水平断（axial）で咬頭頂から

30 スライス進めた位置を起点に，連続 10 スライス（総厚さ 129.3 µm）を VOI として解
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析した。 

 

5.統計解析 

各データは平均±標準偏差（SD）で表した。2 群間の比較は対応のない t 検定（両側）を

用い，等分散が成り立たない場合は Welch 補正を適用した。解析単位は個体平均とし，有

意水準は p < 0.05 とした。 
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結果 

 

SR における FLNA および間葉系マーカー／EMT 転写因子の発現   

SR 領域における間葉系細胞の発現を明らかにするために，E14.5 コントロールマウスの

歯胚で免疫蛍光染色を行った。その結果，SR 領域に間葉系マーカーである CD90 および N-

cadherin の発現を認めた（図 1A）。このことから，上皮由来の組織である SR において間葉

性性質を有する細胞の存在が示唆された。次に，SR における間葉系細胞の発現と FLNA の

関係を調べるために免疫蛍光染色を行った結果，これら間葉系マーカーの発現領域に FLNA

の共局在を確認した（図 1B）。さらに，EMT 転写因子である SNAI1 の染色でも SR 領域で

FLNA との共局在を認めた（図 1C）。これらの結果から，SR において EMT が発現してお

り，同領域に FLNA が局在していることが明らかとなった。さらに，発生期における FLNA

の発現時期を把握するために，E13.5~E15.5 歯胚の代表像を比較した。その結果，SR 領域

の FLNA シグナルは E13.5 および E14.5 で明瞭二認められたのに対し，E15.5 では散在的

で弱いシグナルにとどまった（図 2）。このことから，FLNA の発現は歯胚の発生初期の限

られた時期に認められることが示された。 

 

上皮特異的 Flna 欠損による SR での EMT への影響   

上皮特異的 Flna 欠損が SR 領域の EMT 関連シグナルに及ぼす影響を検証するために，
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E14.5 cKO およびコントロールマウスの歯胚で FLNA，SNAI1，CD90 の免疫蛍光シグナル

を取得し，画像解析ソフトにて定量した。その結果，cKO はコントロールと比較して間葉

系マーカーおよび EMT 転写因子のいずれの発現も有意に低下していた(図 3)。このことか

ら，FLNA が SR における EMT の進行を制御している可能性が示された。 

 

上皮特異的 Flna 欠損による歯の形態形成への影響   

FLNA による EMT 制御が歯の形態形成に与える影響を評価するために，cKO およびコ

ントロール成体マウスの下顎第一臼歯を用いて micro-CT 解析を行った。CT 撮影および解

析では，エナメル質の厚みの差異を検出でき，かつ歯根や周囲骨の影響を受けにくい歯冠部

の領域を VOI として設定した。その結果，cKO 個体においてエナメル質の厚みは有意に低

下していた。一方，VOI に基づく体積指標では明確な差を認めなかった（図 4）。このこと

から，FLNA が局所的な歯の形態形成，とくにエナメル質厚の制御に影響を与える可能性が

示唆された。 
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考察 

 

 顎顔面の発生は，上皮組織と神経堤由来間葉組織との緊密な相互作用によって進行する

形態形成過程であり，複数の突起が成長し癒合することで上顎・下顎や口蓋などの構造が形

成される 11,12）。また、歯の発生も，この顎顔面発生の一部として歯堤領域で開始され，口腔

上皮の一部が肥厚して歯堤を形成し，蕾状期，帽状期，鐘状期へと段階的に移行する 1）。こ

の過程では，上皮–間葉相互作用とそれに伴う細胞の変化により，歯胚の発生が進行する。

各ステージでは，上皮細胞と間葉細胞が増殖能や分化状態，配置を変化させながら最終的な

歯の形態を形成していく。鐘状期の歯胚では，エナメル器は外エナメル上皮，内エナメル上

皮，中間層および SR からなる構造を呈する。SR は内外エナメル上皮の間に位置する上皮

由来の細胞集団であり，細胞同士が長い細胞突起で連結し，その間隙に豊富な細胞外マトリ

ックスが蓄積することで，疎な星状配列と広い細胞間空間を特徴とする 4）。この特異な形態

から，上皮由来でありながら間葉系細胞様の外観を示す領域であり，EMT が生じている可

能性が考えられる。本研究では，SR 領域において CD90 や N-cadherin などの間葉系マー

カーに加え，EMT 誘導性転写因子である SNAI1 の発現が確認されたことから，SR 領域の

細胞が間葉様性を獲得している可能性が高く，SR において EMT あるいは EMT 様の現象

が生じていることが示唆された。こうした特徴により，SR は歯胚内部の機械的支持と栄養・

シグナル分子の拡散経路として働くとともに，エナメル芽細胞の分化やエナメル質形成時
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の形態維持に寄与する可能性が推察される。SR における EMT を直接的に扱った報告はな

く，本研究は初めてその可能性を支持するものとなった。 

本研究が FLNA に着目した理由は，EMT では接着・アクチン骨格・力学応答が同時に変

化するため，それらを統合的に制御し得る足場分子が求められ，FLNA がその条件を満たす

と考えられるからである。FLNA はアクチンを束ねつつ，インテグリンおよびカドヘリン複

合体と機能的に連携し 16），Wnt/ β-catenin や TGF-β など主要シグナルの出力と連動し得る

ことが報告されており 26），これらのシグナルはいずれも EMT において中心的な役割を果

たすことが知られている 27）。本研究では，SR において FLNA と同一領域に，CD90，N-

cadherin，SNAI1 が共局在し，さらに，FLNA をノックアウトすることにより，SNAI1，

CD90 の発現がいずれもコントロールと比較して有意に低下した。これらの所見は，SR に

おいて上皮細胞が間葉系細胞へ切り替わる EMT が生じている可能性を示すとともに，

FLNA がその制御因子として機能し得ることを示唆する。また，SR における FLNA の発現

は E13.5~E14.5 に顕著で，E15.5 では相対的に減弱したことから，SR における FLNA 活性

は歯胚発生初期の限られた時期に生じる可能性が示唆された。以上より，SR における EMT

制御を説明するうえで FLNA は重要な役割を担う分子であり，歯胚発生初期の一過性の発

現を通じて EMT プログラムを制御している可能性があると考えられる。 

形態学的解析では，micro-CT により cKO 個体のエナメル質の厚みは有意に低下した一

方，VOI に基づくエナメル質の体積には明確な差を認めなかった。この結果から，FLNA に
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よる EMT 制御が歯全体の形成量よりも，局所的なエナメル質厚の形成に寄与する可能性が

示された。本研究では，FLNA の機能が減弱していても歯冠形態やエナメル質体積などの歯

の形態形成に大きな影響は認められなかった。既報論文では，FLNA 欠損時に共発現する

Filamin B（FLNB）が細胞移動や形態維持を部分的に代償し得ることが報告されており 28,29），

本研究においても，FLNA と類似した構造と機能をもつ FLNB や Filamin C(FLNC)が，

FLNA の欠損あるいは低下した機能を部分的に代償し，歯胚における細胞骨格維持やシグ

ナル伝達を支えている可能性が示唆される。すなわち，SR における EMT 制御には FLNA 

が重要な役割を果たしつつも，Filamin ファミリー内の補償により，歯の全体的な形態形成

は一定程度保たれている可能性があり，今後，歯胚における FLNB/FLNC の発現動態と機

能を含めて詳細に検討する必要がある。 

 さらに，本研究では，SR における EMT 関連マーカーの発現と歯の形態形成に対する 

FLNA の関与を明らかにしたが，組織レベルの解析のみでは，FLNA がどの程度細胞自律的

に EMT プログラムを制御しているか，あるいは周囲組織との相互作用を介して間接的に作

用しているかを明らかにすることは難しい。今後は，SR 由来あるいは歯胚上皮系の細胞を

用いた in vitro 実験により，FLNA の発現操作に伴う EMT マーカー発現変化，細胞形態や

移動能等を評価することが有用と考えられる。 
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結論 

 

SR において FLNA が歯胚発生初期（E13.5~E14.5）の EMT に関与し，上皮特異的 Flna 

欠損は EMT 関連指標を低下させた。Micro-CT 解析では cKO 個体のエナメル質厚が低下

しており，SR における EMT 制御が歯の形態形成に及ぼす影響が支持された。以上より，

FLNA 依存的な細胞骨格・接着制御が SR の EMT 特性を介して，エナメル質厚を含む歯の

最終的な形態を規定する可能性が示唆される。 
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図表の説明 
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20 

 

図 1.  SR における間葉系マーカーおよび EMT 誘導性転写因子の免疫蛍光染色 

Ａ: E14.5 コントロールマウスの歯胚前頭断における DAPI/CD90（左図）および

DAPI/N-cadherin（右図）の免疫蛍光染色像。矢印は陽性領域を示す。 

Ｂ: E14.5 コントロールマウスの歯胚前頭断における DAPI/FLNA/CD90（左図）および

DAPI/FLNA/N-cadherin（右図）の免疫蛍光染色像。矢印は陽性領域を示す。 

Ｃ: E14.5 コントロールマウスの歯胚前頭断における DAPI/FLNA/SNAI1 の免疫蛍光染色

像。矢印は陽性領域を示す。 
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図 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.  正常マウスにおける歯の発生時期と FLNA 発現との関連 

A: E13.5，B: E14.5，C: E15.5 胎仔の歯胚前頭断における，DAPI/FLNA の免疫蛍光染色

像を示す。 
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図 3 
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図 3.  Flna -cKO の SR における EMT への影響 

Ａ: E14.5 マウス胎仔の歯胚前頭断における DAPI/FLNA/CD90 の免疫蛍光染色像。左は

コントロール（Cont）群，右は cKO 群を示す。 

B: SR における FLNA および CD90 の平均蛍光強度を算出し，DAPI 陽性核数で規格化し

た相対蛍光強度を棒グラフで比較した。( *p<0.05，エラーバーは標準偏差，各群 n=3) 

C: E14.5 マウス胎仔の歯胚前頭断における DAPI/E-cadherin/SNAI1 の免疫蛍光染色像。

左はコントロール（Cont）群，右に cKO 群を示す。 

D: SR における SNAI1 の平均蛍光強度を算出し，DAPI 陽性核数で規格化した相対蛍光強

度を棒グラフで比較した。( *p<0.05，エラーバーは標準偏差，各群 n=3) 
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図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.  Flna -cKO による歯の形態形成への影響 

成体マウス（生後 1 年～1 年 2 か月）の下顎第一臼歯をコントロール（Cont）群および

cKO 群それぞれについて micro-CT にて撮影し，エナメル質の体積および厚みを計測して

比較した。左に体積，右にエナメル質厚の結果を示す。( *p<0.05，エラーバーは標準偏

差，各群 n=3) 

 

 

 

 

 


