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緒	 	 言 

	 小児がんは，15 歳以下の小児に発生する悪性の血液腫瘍と固形腫瘍の総称で

ある。我が国においては，年間 2,000～2,500 人が診断を受けており，そのうち

約 4 割が血液腫瘍であり，急性リンパ性白血病が大部分を占める。近年，小児

がん治療の成績は顕著に向上し，小児がん患者の約 8 割が治癒し，多くが成人

期を迎えている 1)。一般的な治療では，化学療法，放射線療法，外科療法，骨髄

移植などの集学的な治療法が用いられており，小児においても，数種類の抗が

ん剤を用いる多剤併用化学療法 2,3) や頭蓋部を含む放射線療法などが行われて

いる。しかし，小児がんの治療成績の向上が注目される一方で，小児がん治療

経験者における晩期合併症の出現が報告されている。晩期合併症とは，がん治

療に起因する直接的または間接的な障害であり，小児がん治療経験者の約 7 割

が晩期合併症を抱えているとの報告もある 4,5)。代表的な晩期合併症として，低

身長などの成長発達障害，内分泌器や消化器，循環器，生殖器の機能異常など，

身体の各部位において様々な合併症が報告されている 6)。一方で，口腔内におけ

る代表的な晩期合併症としては，永久歯の先天性欠損や矮小歯などの発育異常，

歯根短小化，歯の形成不全による変色などが報告されている 7-10)が，その具体的
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な発生機序については明らかにされていない。 

	 急性リンパ性白血病患児に対して行われる多剤併用化学療法では，アルキル

化剤であるシクロフォスファミド製剤が使用されることが多い 11) 。これは，

DNA の複製を阻害するとともに DNA 本体にも傷害を与え，抗腫瘍効果を発揮

する 12)。小児がんにみられる晩期合併症は，化学療法実施時期により発生臓器

や障害の程度に差があるとされており，歯の異常については，多くは永久歯の

第一小臼歯，第二小臼歯，第二大臼歯にみられる。小児がんの好発年齢と治療

の時期を考えると，帽状期以降の永久歯歯胚が化学療法の際に影響を受けてい

ることが予想される。これまで，口腔領域におけるシクロホスファミド製剤の

影響については，成熟したげっ歯類の切歯形成やマウスの臼歯の歯根形成に対

する影響についての報告はあるが 13,14)，鐘状期歯胚の発育への影響を調べた研

究は少ない。 

	 歯胚の分化は，胎生期における外胚葉性の上皮組織の肥厚部である歯堤から

開始し，基底膜を介した上皮性成分と間葉性成分の相互作用により進行する 15-18)。

上皮性成分にはサイトケラチン 14 ( CK14 ) が，間葉性成分にはビメンチンが，

細胞外基質として，Ⅰ 型コラーゲンやフィブロネクチンが存在し，歯胚の形成
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に関与している。CK14 は，扁平上皮の基底細胞に発現し，歯胚の内エナメル上

皮においては，前エナメル芽細胞やエナメル芽細胞に強く発現し，上皮細胞の

分化が進行すると，発現が増強する 19)。ビメンチンは，間葉系細胞の細胞骨格

に発現し，歯胚においては，歯髄細胞や象牙芽細胞に発現が強く認められる 20)。

Ⅰ型コラーゲンは歯の細胞外基質の主要な有機質であり，歯の発生期における

歯乳頭において発現し，象牙芽細胞により合成されるとの報告がある 21,22)。フ

ィブロネクチンは歯の発生期と硬組織形成過程において，内エナメル上皮と象

牙芽細胞との間の基底膜に局在するとの報告があり，象牙芽細胞の分化への関

与が示唆されている 22,23)。しかし，これらの発現に対する抗がん剤の作用につ

いては十分に解明されていない。 

  本研究は，マウス下顎第一臼歯歯胚の器官培養を行い，鐘状期歯胚にアルキ

ル化剤の一つであるシクロホスファミド製剤を作用させ，歯胚の発育に与える

影響について，歯胚を構成する細胞の分化と細胞が産生する関連因子に着目し，

組織学的および分子生物学的解析を行った。 
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材料と方法 

1. 実験動物 

	 マウス実験は，岡山大学動物実験委員会の承認を得て行った。妊娠 16日齢の 

ICR マウス雌 (日本クレア, 東京) より，実体顕微鏡下 (SZ61，Olympus，東京) 

において，胎児の下顎第一臼歯鐘状期歯胚を 180個採取し，実験に供試した (図

1)。 

 

2. 器官培養 

	 胎生 16日齢のマウスより下顎第一臼歯の歯胚を採取後，0.5%アスコルビン酸

(和光純薬，大阪) および 0.5%ペニシリン-ストレプトマイシン (gibco® by Life 

Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 含有 BGJb Medium 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて 37℃, 5% CO2 下にて Trowell 変法 24,25) によ

る器官培養を行った。培養 1日目にシクロホスファミド製剤 (エンドキサン，シ

オノギ製薬，大阪) を培養液中の濃度が 0.11 mg/ml, 0.21 mg/ml, 0.42 mg/mlとな

るように添加した。各実験群に歯胚 45 個を供試し，それぞれ 0.11mg/ml 添加

群，0.21mg/ml 添加群，0.42mg/ml 添加群とした。また，対照として，シクロ
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フォスファミド非添加群 (非添加群) を設定した。シクロフォスファミド製剤の

濃度は，ヒトに使用されている血中濃度をもとに，培養液中で再現した。培養

液の交換は隔日で行い，培養 7日目，14日目および 21日目における歯胚を実験

に供試した (図 2)。 

 

3. 病理組織学的解析 

	 下顎第一臼歯歯胚を10%中性ホルマリン (和光純薬) にて固定し, リン酸緩衝

生理食塩水 (PBS) で洗浄後，エタノール (和光純薬) を用いて脱水およびクロ

ロホルム (和光純薬) を用いて脱アルコールを行い，パラフィン包埋を行った。

パラフィン包埋ブロックより 薄さ 5 μm の連続切片を作製し，切片のヘマトキ

シリン・エオジン (Haematoxylin-Eosin : HE) 染色による病理組織学的検討を行

った。 

 

4. 蛍光免疫組織化学的解析 

	 歯胚の分化は，基底膜を介した上皮性成分と間葉性成分の相互作用により進

行することから，上皮性成分として CK14，間葉性成分としてビメンチン，基底
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膜を介した上皮-間葉相互作用に関与すると考えられる細胞外基質の成分として，

Ⅰ 型コラーゲンやフィブロネクチンの発現を確認するため，蛍光二重染色法に

よる蛍光免疫組織化学的解析を行い，オールインワン蛍光顕微鏡  (Biozero 

BZ-X700, キーエンス，大阪) にて観察を行った 26)。上記の方法で作製したパラ

フィン切片を用いて，一次抗体として，表 1 に示す抗体を使用し，4°C で一晩

反応させた。翌日，各一次抗体に対しての二次抗体である Donkey Anti-Mouse 

IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150109, 1:500, Abcam，UK) および  Donkey 

Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 647) (ab150075, 1:500, Abcam) を室温で遮光

下にて 40分反応させ, Hoechst 33342 solution (同仁化学研究所，熊本) による核

染色も合わせて行った。その後，蛍光顕微鏡による観察に供した。  

 

5. Total RNA の抽出 

	 胎生 16日齢および培養 7日目，14日目，21日目の歯胚について，歯胚の RNA

抽出を行った。RNA抽出は，各日，各濃度の歯胚を，それぞれ 12個用いた。歯

胚の RNA 抽出は Acid-guanidinium-phenol-chloroform 法 27)に基づいておこなっ

た。RNAgents® Denaturing Solution (Promega, Madison, WI, USA) 600μl に同様の
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条件で培養した歯胚を 3個懸濁し，Sodium acetate, 2M, pH4.2 (VWR International, 

Radnor, PA, USA) 60 μl およびフェノール : クロロホルム 5 : 1 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) 600μl を添加し遠心分離 (10,000g, 20分, 4℃) を行った。こ

の上清 400 μl を採取し, 3M Sodium acetate 13 μlおよび Ethachinmate (ニッポン

ジーン, 東京) 3 μl, 100% エタノール 800 μl を添加した。さらに遠心分離 

(10,000g, 5分, 25℃) を行い, 得られた沈殿を70%エタノール 600 μl にて洗浄し

て乾燥後, Diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理水 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 10 

μl に溶解させた。 

 

6. cDNAの合成 

	 回収した全 RNA に, Oligo dt (Invitrogen) 1 μl, dNTP mix (Invitrogen) 1 μl, 

DEPC 処理水 2 μl を添加し，65℃で 5分間反応させた。1分間氷上で静置した

後, 5×First-Stand Buffer, 0.1M DTT, RNase out, Super ScriptⅢ® (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて逆転写反応を行い，cDNA を合成した。 

 

7. リアルタイム PCR による定量的遺伝子解析 
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	 得られた cDNA を鋳型として，CK14, ビメンチン, Ⅰ型コラーゲン, フィブ

ロネクチンの各タンパクをコードする遺伝子の発現量を SYBR green® (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いた  Real-time Quantitative Reverse 

transcription-PCR (Real-time qRT-PCR) 法により調べた。遺伝子増幅反応ならびに

蛍光強度の測定には Step One PlusTM (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) 

を使用した。Real- time qRT-PCRは 95℃で 10秒，65℃で 30秒のステップを 40

サイクル繰り返した。各遺伝子の増幅には，表 2 に示すプライマーを用いた。

各プライマーは，増幅サイズ 125〜250bp，プライマーサイズ 18〜30 塩基，GC

含有量 43〜71%，Tm 値 48〜59℃の条件で設計して合成し，理論上特異的な増

幅を NCBI primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) を用い

て確認した。また，目的遺伝子の発現量は，β-actin を内部標準として補正した。 

 

8. 統計処理 

	 得られた結果は，平均±標準偏差で示し，有意差検定は Student’s t 検定を用

いて行った。 
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結	 	 果  

1. 培養歯胚の病理組織学的評価 

	 培養 1 日目の非添加群では，歯胚全体の外形は歯軸方向に薄く，水平方向に

厚い楕円形を呈し，歯乳頭を取り囲むようにエナメル器が発達していた。エナ

メル器の形状は鐘様の形態を示しており，内エナメル上皮は，将来の歯冠側へ

沿った深い陥凹状を呈していた。内エナメル上皮は単層立方上皮細胞からなり，

基底膜に沿って整然と配列していた。内エナメル上皮の中央部ではその高さを

増していた。内エナメル上皮の直下では，立方形からやや背の高い細胞が歯乳

頭表層に一層配列していた。明らかな象牙質の形成は生じていなかった（図 3a, 

b）。 

	 培養 14日目の非添加群では，歯胚全体の外形は歯軸方向に厚みを増した類円

形を呈していた。歯乳頭を取り囲むエナメル器では内エナメル上皮の陥凹がさ

らに著明であった。エナメル芽細胞は単層立方状から高円柱状を呈し，歯乳頭

表面を覆うように規則正しく整然と配列していた。高円柱状のエナメル芽細胞

では，基底膜側から離れた位置に核が分布し，細胞極性が明瞭であった。内エ

ナメル上皮の直下では，分泌側から遠位に位置する核を有する背の高い象牙芽
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細胞が，歯乳頭表層に一層配列していた。これらの細胞は象牙質基質を産生し

ていた（図 4a, b）。 

	 培養 14日目の 0.11mg/ml添加群，0.21 mg/ml 添加群では，培養 14日目の非

添加群と同様の所見であった (図 4c, d, e, f)。 

培養 14日目の 0.42 mg/ml添加群では，歯胚の外形は類円形を呈していたが，

培養 14日目の非添加群と比べ小さく，特に歯乳頭の占める割合が低下していた。

内エナメル上皮は，培養 14日目の非添加群と比べ高さが低く，エナメル芽細胞

の核の極性は不明瞭であった。内エナメル上皮直下では，培養 14日目の非添加

群と比べ小型で極性に乏しい象牙芽細胞が存在し，配列は不整であった。また，

象牙質の形成量が低下する傾向が認められた（図 4g, h）。 

培養 21日目の非添加群では，歯胚全体の外形は歯軸方向，水平方向ともに厚

みを増し，類円形を呈していた。歯乳頭を取り囲むエナメル器では，内エナメ

ル上皮の陥凹がさらに顕著に認められた。内エナメル上皮のエナメル芽細胞は

高円柱状を呈し，規則正しく整然と配列していた。高円柱状のエナメル芽細胞

では，基底膜側から離れた位置に核が分布して細胞極性が明瞭であった。エナ

メル質の形成が内エナメル上皮の陥凹部および咬頭相当部において認められた。
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象牙芽細胞は円柱状を呈して歯乳頭表層に一層配列しており，分泌側から遠位

に位置する核を有していた。これらの細胞は象牙質基質を産生していた（図 4i, j） 

培養 21日目の 0.11 mg/ml添加群では，内エナメル上皮のエナメル芽細胞は培

養 21日目の非添加群と比べて高さが低く，核の極性は不明瞭であった。歯胚全

体の形状，エナメル質の形成部位，象牙芽細胞の形状，配列，象牙質形成の状

態に関しては，培養 21日目の非添加群と同様の所見であった。(図 4k, l)。 

培養 21日目の 0.21mg/ml添加群では，歯胚の外形は類円形を呈していたが，

21日目非添加群と比べ小さかった。内エナメル上皮は，培養 21日目の非添加群

と比べ高さが低く，エナメル芽細胞の核の極性は不明瞭であった。内エナメル

上皮直下では，培養 21日目の非添加群と比べ，小型で極性に乏しい細胞が存在

し，配列は不整であった。象牙質の形成量については，培養 21日目の非添加群

と比較して顕著な差は認められなかった（図 4m, n）。 

培養 21日目の 0.42mg/ml添加群では，歯胚の外形は楕円形を呈していたが，

培養 21日目の非添加群と比べ顕著に小さく，特に歯軸方向への厚みは薄く，歯

乳頭の占める割合も低下していた。内エナメル上皮は，培養 21日目の非添加群

と比べ明らかに高さが低く，エナメル芽細胞の核の極性は不明瞭であった。内
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エナメル上皮直下では，培養 21日目の非添加群と比べ小型で極性に乏しい細胞

が存在し，配列は不整であった。象牙質の形成量については，培養 21日目の非

添加群と比較して低下する傾向が認められた。(図 4o, p)。 

 

2. 培養歯胚の蛍光免疫組織化学的評価 

	 培養 1日目の非添加群における CK14の発現は，上皮細胞に相当するエナメル

芽細胞において，CK14の発現を示す緑色の発色は認められなかったが (図 5a)，

培養 14 日目の非添加群および培養 21 日目の非添加群では，エナメル芽細胞に

CK14の発現が認められた (図 5e, m)。培養 14日目の非添加群と比較して，培養

21 日目の非添加群において，エナメル芽細胞に CK14 の発現を示す緑色の発色

が強く認められた。一方，0.21mg/ml 添加群においては，14 日目，21 日目とも

に非添加群と比較して，エナメル芽細胞に CK14の発現を示す緑色の弱い発色が

認められ，培養 14日目の 0.21mg/ml添加群と比較して，培養 21日目の 0.21mg/ml

添加群においては発色が強く認められた (図 5i, q)。 

	 培養 1 日目の非添加群におけるビメンチンの発現は，歯乳頭における歯髄細

胞や象牙芽細胞にビメンチンの発現を示す赤色の発色は認められなかったが 
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(図 5b)，培養 14 日目の非添加群および培養 21 日目の非添加群においては，歯

髄細胞や象牙芽細胞にビメンチンの発現を示す赤色の発色が認められた (図 5f, 

n)。14日目と比較して，21日目において歯乳頭の歯髄細胞や象牙芽細胞にビメ

ンチンの発現を示す赤色が強く認められた。一方，0.21mg/ml添加群においては，

14日目，21日目ともに非添加群と比較して，歯乳頭の歯髄細胞や象牙芽細胞に

ビメンチンの発現を示す赤色の弱い発色が認められ，14日目と比較して，21日

目では発色は弱かった。 (図 5j, r) 

	 培養 1 日目の非添加群におけるⅠ型コラーゲンの発現は，象牙芽細胞にⅠ型

コラーゲンの発現を示す緑色の発色は認められなかったが (図 6a)，培養 14日目

の非添加群において象牙芽細胞に緑色の発色が認められ，培養 21日目の非添加

群においては象牙芽細胞に強い緑色の発色が認められた (図 6e, m)。0.21mg/ml

添加群においては，14日目，21日目ともに非添加群と比較して，象牙芽細胞に

Ⅰ型コラーゲンの発現を示す緑色の弱い発色が認められ，培養 14 日目の

0.21mg/ml 添加群と比較して，培養 21 日目の 0.21mg/ml 添加群においては強い

発色が認められた (図 6i, q)。 

	 培養 1 日目の非添加群におけるフィブロネクチンの発現は，歯乳頭および上
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皮-間葉細胞の境界面である基底膜にフィブロネクチンの発現を示す赤色の発色

は認められなかったが (図 6b)，培養 14 日目の非添加群において歯乳頭および

上皮-間葉細胞の境界面である基底膜にフィブロネクチンの発現を示す赤色の発

色が認められ，培養 21日目の非添加群において基底膜に強い発色が認められた 

(図 6f,n)。0.21mg/ml 添加群では，14 日目，21 日目ともに非添加群と比較して，

歯乳頭および上皮-間葉細胞の境界面である基底膜にフィブロネクチンの発現を

示す赤色はほとんど認められなかった (図 6j, r)。 

 

3. 遺伝子発現量の評価 

	 PCR の結果より，CK14の発現は，非添加群と比較して 0.21mg/ml添加群にお

いて，培養 7日目，14日目，21日目において有意な発現の増加を認めた(図 7a)。

ビメンチンの発現は，培養 7日目と 14日目では，非添加群と 0.21mg/ml添加群

との間に有意な差は認められなかったが，21 日目においては，非添加群と比較

して 0.21mg/ml添加群において，有意に発現の低下を認めた (図 7b)。Ⅰ型コラー

ゲンの発現は，培養 7日目，14日目では，非添加群と比較して，0.21mg/ml添加

群において発現が有意に低下した。培養 21 日目においては，0.21mg/ml 添加群
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では非添加群と比較し，発現の低下は認めたが，有意な差は認められなかった 

(図 7c)。フィブロネクチンの発現は，非添加群と比較して 0.21mg/ml添加群にお

いて，培養 7日目や 14日目では，発現に有意な差は認められなかったが，21日

目では，有意な発現の低下を認めた (図 7d)。 
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考	 	 察  

	 小児がんは発見が難しく，がん細胞の増殖が速いことが特徴であるが，成人

のがんに比べて化学療法や放射線療法の効果が極めて高いことが報告されてい

る 11)。現在では，放射線療法，化学療法の進歩により，生存率が，がんの種類

によって違いはあるが，70~80%となってきた 1)。その一方で，長期生存率が上

がるにつれ，小児がん患者における様々な晩期合併症が明らかとなってきた 1, 4-6)。

口腔領域の晩期合併症の代表的な症状として，歯の先天性欠損や歯根短小化な

どが報告 5,6)されているが，矮小歯など他の歯の形成障害に関する詳細なメカニ

ズムは明らかとされていない。 

抗がん剤の一つであるシクロホスファミド製剤は，細胞分裂や増殖が盛んな

がん細胞に対して DNA 合成阻害として強く作用する一方で，成長期の組織に

おいて急速に増殖する細胞に対しても作用するため，がん細胞と同時に健常な

細胞・組織，特に骨髄，リンパ組織，口腔・皮膚上皮において多くの影響が副

作用として現われる 28)。副作用として，主に骨髄抑制のほか，悪心，脱毛，粘

膜障害の報告は数多いが，歯に対する影響についての報告は少ない。本研究で

は，シクロホスファミド製剤を用いて，胎生 16日齢のマウス下顎第一臼歯にお
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ける歯胚の発育と細胞分化に及ぼす影響について検討を行った。 

マウス第一臼歯は，帽状期において内外エナメル上皮およびエナメル器の境

界が明瞭となり，徐々に間葉組織の上皮組織への嵌入が生じる。鐘状期では，

歯冠の形態が明瞭となり，エナメル上皮が歯根方向へ伸長し，歯根形成が進行

するといわれている 15-18)。本研究では，小児がん患者における永久歯歯胚形成

期における抗がん剤の影響を再現するため，マウス下顎第一臼歯における鐘状

期を抗がん剤投与時期と設定し，歯胚の発育，硬組織形成細胞の分化，基質形

成に対するシクロホスファミド製剤の影響についての観察を行った。 

	 シクロホスファミド製剤の歯根形成への影響を観察した過去の研究によると，

げっ歯類の無根歯である切歯部を対象としたものが多く 13)，臼歯部における報

告は少ない。ラット切歯を用いた報告では，シクロホスファミド製剤をラット

の腹腔内に投与後，前象牙芽細胞や分化増殖期の象牙芽細胞の核崩壊や壊死な

どの変化が起こり，引き続いて象牙質減形成や象牙質の形成停止が認められて

いる 29,30)。また，臼歯部を観察対象としている Nässman ら 15)によると，生後

10日および 13日のラットにシクロホスファミド製剤 30 mg/kg を腹腔内投与し

たところ，投与後 2 日で上顎第一臼歯の歯根形成が停止し，投与後 6 日で部分



 19 

的に石灰化した骨様象牙質によって根尖が閉鎖したと報告している。さらに，

Satoh ら 31)の報告では，シクロホスファミド製剤だけでなく，シスプラチン, 5-FU, 

アドリアマイシンなど他の様々な機序で作用する抗がん剤も，マウス切歯の象

牙芽細胞の分化前の細胞に変化を与え歯根形成に影響を及ぼすことが示されて

いる。これらのことは，化学療法を小児期にうけた小児がん治療経験者におい

て歯根短小化や形態異常などが現れた症例報告 9)や統計データ 10)を裏付けてお

り，シクロホスファミド製剤は歯根形成に対して抑制的に作用し，歯根短小化

の誘因となることが示唆される。 

	 歯胚の形成にはエナメル器の上皮細胞と間葉系細胞の両者が関与しており，

特に形成の初期段階においては両者の細胞間での相互作用によって，互いの細

胞分化が時空間的に進行する 15-18)。歯胚の形成の後期となる歯根形成において

は，エナメル器に由来するヘルトヴィッヒ上皮鞘, 歯乳頭および歯小嚢が関与し

ており，特にヘルトヴィッヒ上皮鞘は歯根の形態を決定するうえで重要である

32)。エナメル器の基底部が増殖してできたサービカルループは，歯冠形成が完了

後に，内外エナメル上皮が増殖癒合し二層となることでヘルトヴィッヒ上皮鞘

が形成される 32)。ヘルトヴィッヒ上皮鞘の連続性が形成途中で停止すると，そ
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の部位での象牙芽細胞の分化や誘導が起こらず，象牙質形成は認められない 33)。

歯根形成におけるヘルトヴィッヒ上皮鞘の機能的役割は，上皮間葉相互作用を

介して象牙芽細胞の増殖，分化，誘導に働き，象牙質基質の産生を調整するこ

とで歯根長や歯根形態を決定するとされている 33) 。またヘルトヴィッヒ上皮鞘

は，歯根形成のほか，歯周組織形成の誘導も担うことが明らかになっており，

そのシグナルを発する重要な役割も果たしている 34,35) 。Orban36) によると，上

皮間葉相互作用は両者の細胞間に存在する基底膜を介して行われて，基底膜が

歯胚の分化や基質形成に関与している可能性があると示唆している。Thesleff 

22,37) らによると，象牙芽細胞の分化には基底膜が必要であり，フィブロネクチ

ンにより仲介される基底膜と間葉細胞の接触により，象牙芽細胞分化が起こっ

ていると報告されている。また，Ⅰ型コラーゲンは歯の細胞外基質の主要な有

機成分であり，象牙芽細胞により合成される 22)。 

	 本研究では，歯胚の発達段階における帽状期のマウス下顎第一臼歯の歯胚に

シクロホスファミド製剤を 1 回作用させ，下顎第一臼歯の歯胚の発育，硬組織

形成細胞の分化，基質形成についての変化を観察した。組織学的解析の結果で

は，実際に小児がん患者に投与されている濃度の 0.42mg/ml添加群では，明らか
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な歯胚の形態異常や発育障害が認められ，歯胚の広範囲に影響がみられた。一

方で，さらに低い濃度の 0.21mg/ml添加群においては，内エナメル上皮細胞と歯

乳頭細胞の分化抑制，象牙質の形成障害が認められ，エナメル芽細胞や象牙芽

細胞の配列の乱れなど種々の影響が生じることによって，歯胚の発育抑制に伴

う歯冠の形態異常，内エナメル上皮細胞と歯乳頭細胞の分化の抑制に伴うエナ

メル質形成不全，象牙質の形成量の低下などの硬組織形成障害が生じているこ

とが明らかとなった。また，分子生物学的解析の結果では，シクロフォスファ

ミド製剤を作用させた歯胚では，CK14 とⅠ型コラーゲンは歯胚形成期におけ

る鐘状期前期に影響が出現し，ビメンチンとフィブロネクチンは，鐘状期後期

に影響が出現することを示しており，これらの結果は、組織学的解析の結果を

強く裏付けるものと考えられた。これまでに小児がん治療の晩期合併症として，

歯根形成の早期停止と歯根短小化が報告され，障害発生のメカニズムは徐々に

解明されつつある。今回の結果は，臼歯の歯冠形成不全，エナメル質と象牙質

をはじめとする歯の硬組織の形成障害が生じることを強く示唆するものである。

しかし，これらの晩期合併症として，シクロフォスファミド製剤が細胞の分化

やエナメル器形態形成を制御している機序に及ぼす影響ついては明らかとなっ
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ていないため，歯胚におけるエナメル器の形成と上皮間葉相互作用に関連する

因子ひいては内エナメル上皮細胞と歯乳頭細胞の分化をコントロールしている

因子についても検討を行い，抗がん剤が歯の形成に影響を与える機序に関して，

今後さらなる検討を行っていく必要があると考えらえる。 

	 本研究においては，マウスの臼歯における歯胚の発育に関して検討を行った

が，マウスのみでなく，ウサギやイヌなどの，よりヒトに近い動物モデルにお

いても抗がん剤が歯胚の発育に及ぼす影響に関して検討を行う必要があると思

われる。 
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結	 	 論  

	 小児がん治療で用いる抗がん剤が歯牙形成に及ぼす影響を明らかにするため

に，シクロホスファミド製剤を歯牙形成途上にあるマウス歯胚に作用させ，経

日的に下顎第一臼歯形成への影響を調査した。歯根形成期マウス歯胚へシクロ

ホスファミドを作用させることにより，おそらく内エナメル上皮細胞と歯乳頭

細胞の正常な増殖と分化を阻害するため，そこから分化するエナメル芽細胞と

象牙芽細胞の規則的配列とタンパク産生の障害を引き起す可能性が示唆された。

また，その結果，歯冠の形態異常，象牙質の形成量の低下などの組織学的な影

響が現れることが示唆された。また，シクロフォスファミド製剤による CK14 と

Ⅰ型コラーゲンの発現に対する影響は鐘状期前期に強く現れ，ビメンチンとフ

ィブロネクチンの発現に対する影響は鐘状期後期に現れることが示唆された。 

	 以上より，歯胚形成期における抗がん剤の投与により，上皮組織と間葉組織

の双方に影響を与え, 抗がん剤の投与がマウスの鐘状期歯胚の発育異常とエナ

メル芽細胞と象牙芽細胞の分化抑制による歯冠形成の異常に関与することが示

唆された。 
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図の説明  

図 1	 培養 21日目における歯胚の実体顕微鏡像 

(a) シクロフォスファミド製剤非添加群, (b) 0.21 mg/ml 添加群を示す (スケー

ルバー : 100μm) 。 

 

図 2	 本研究のプロトコール 

胎生 16日齢マウスより下顎第一臼歯の歯胚を実体顕微鏡下で採取し, 0.5% アス

コルビン酸および 0.5% ペニシリン・ストレプトマイシン含有 BGJb Medium 

を用いて 37℃, 5% CO2 下にて培養を行った。培養 1 日目の歯胚にシクロフォ

スファミド製剤を, 培養液中の濃度が 0.11, 0.21, 0.42 mg/mlとなるように添加し

た。培養液の交換を隔日で行い, 7日間, 14日間, 21日間のそれぞれの期間, 培養

した歯胚を実験に供試した。 

 

図 3	 培養 1日目における歯胚の組織像 

培養 1 日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラフ

ィン切片の HE 染色像を示す (スケールバー : 200μm) (a)。(a) の黒線枠内の拡
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大像を (b) に示す (▲内エナメル上皮細胞, △外エナメル上皮細胞を示す。スケ

ールバー : 50μm)。 

EO : エナメル器, DP : 歯乳頭。 

 

図 4	 シクロフォスファミド製剤による歯胚への組織学的影響 

培養 14日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群および添加群のマウス

歯胚のパラフィン切片の HE 染色像を示す (スケールバー : 200μm) (a), (c), (e), 

(g)。(a), (c), (e), (g) の黒線枠内の拡大像を (b), (d), (f), (h)に示す (▲象牙芽細胞, 

△エナメル芽細胞を示す。スケールバー : 50μm)。 

培養 21日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群および添加群のマウス

歯胚のパラフィン切片の HE 染色像を示す (スケールバー : 200μm) (i), (k), (m), 

(o)。(i), (k), (m), (o) の黒線枠内の拡大像を (j), (l), (n), (p)に示す (▲象牙芽細胞, 

△エナメル芽細胞を示す。スケールバー : 50μm)。 

EO : エナメル器, DP : 歯乳頭, AB : エナメル芽細胞, OB : 前象牙芽細胞, D : 象

牙質。 
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図 5	 シクロフォスファミド製剤による歯胚の CK14 およびビメンチン発現へ

の影響 (オールインワン蛍光顕微鏡像) 

培養 1 日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラフ

ィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (a) : CK14 , (b) : ビメンチン, (c) : 核, 

(d) : 重ね合わせ。スケールバー : 50μm) 

培養 14 日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラ

フィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (e) : CK14 , (f) : ビメンチン, (g) : 核, 

(h) : 重ね合わせ。スケールバー : 50μm) 

培養 14 日目におけるシクロフォスファミド製剤 0.21 mg/ml 添加群のマウス歯

胚のパラフィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (i) : CK14 , (j) : ビメンチン, 

(k) : 核, (l) : 重ね合わせ。スケールバー : 50μm) 

培養 21日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラフ

ィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (m) : CK14 , (n) : ビメンチン, (o) : 核, 

(p) : 重ね合わせ。スケールバー : 50μm) 

培養 21 日目におけるシクロフォスファミド製剤 0.21 mg/ml 添加群のマウス歯

胚のパラフィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (q) : CK14 , (r) : ビメンチン, 
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(s) : 核, (t) : 重ね合わせ。スケールバー: 50μm) 

 

図 6	 シクロフォスファミド製剤による歯胚のⅠ型コラーゲンおよびフィブロ

ネクチン発現への影響 (オールインワン蛍光顕微鏡像) 

培養 1 日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラフ

ィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (a) : Ⅰ型コラーゲン , (b) : フィブロ

ネクチン, (c) : 核, (d) : 重ね合わせ。スケールバー : 50μm) 

培養 14日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群のマウス歯胚のパラフ

ィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (e) : Ⅰ型コラーゲン , (f) : フィブロネ

クチン, (g) : 核, (h) : 重ね合わせ。スケールバー: 50μm)。 

培養 14 日目におけるシクロフォスファミド製剤 0.21 mg/ml 添加群のマウス歯

胚のパラフィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (i) : Ⅰ型コラーゲン , (j) : 

フィブロネクチン, (k) : 核, (l) ; 重ね合わせ。スケールバー : 50μm)。 

培養 21日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群および 0.21 mg/ml 添

加群のマウス歯胚のパラフィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (m) : Ⅰ型

コラーゲン , (n) : フィブロネクチン, (o) : 核, (p) : 重ね合わせ。スケールバー : 
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50μm) 

培養 21日目におけるシクロフォスファミド製剤非添加群および 0.21 mg/ml 添

加群のマウス歯胚のパラフィン切片の蛍光免疫二重染色像を示す ( (q) : Ⅰ型コ

ラーゲン , (r) : フィブロネクチン, (s) : 核, (t) : 重ね合わせ。スケールバー : 50

μm) 

 

図 7	 シクロフォスファミド製剤非添加群および添加群における各遺伝子の発

現量の比較 

 (a) CK14, (b) ビメンチン, (c) Ⅰ型コラーゲン, (d) フィブロネクチンの遺伝子

発現量を，各日におけるシクロフォスファミド製剤非添加群の遺伝子発現量を

基準値とし, 相対比を示す。(Student t 検定 *P＜0.05, ***P＜0.001) (n=3)。 
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一次抗体	 抗体名	 希釈率	

抗 CK14  抗体	
Anti-Cytokeratin 14 antibody，Mouse monoclonal 	

([LL002]，ab7800，Abcam，UK)	 1:500	

抗ビメンチン抗体	
Anti-Vimentin antibody，Rabbit monoclonal	

([EPR3776]，ab92547，Abcam，UK)	 1:20000	

抗 Ⅰ 型コラーゲン抗体	
Anti-Collagen I antibody，Mouse monoclonal 	

([COL-1]，ab6308，Abcam，UK)	 1:500	

抗フィブロネクチン抗体	
Anti-Fibronectin antibody，Rabbit monoclonal 	

([F14]，ab45688，Abcam，UK)	 1:500	

表1　　　本研究で使用した抗体	



名称	 塩基配列(5'-3’)	
 増幅産物長 (bp)	

β-actin/F2	
 CCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGT	

250	

β-actin/R2	
 GATGTCACGCACGATTTCCCTCTCAGCTGT	


vimentin/756F	
 TGCTTCTCTGGCACGTCTTG	

169	


vimentin/925R	
 GGGCAGCGGTGAGGTCAGGC	


CK14/1111F	
 GGCCGTTACTGCATGCAGCTGG	

199	


CK14/1310R	
 GGGCAGATGAAAGGTGAGCAT	


ColⅠ/F	
 GGGTCCCTCGACTCCTACA	

133	


ColⅠ/R	
 TGTGTGCGATGACGTGCAAT	


Fn/F	
 GTGGTCATTTCAGATGCGATTCA	

125	

Fn/R	
 ATTCCCGAGGCATGTGCAG	


表2　　　本研究で使用したプライマー	
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