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要	
 約	
 

	
 

	
 Mammalian	
 STE20-like	
 kinase1/2	
 (Mst1/2)は哺乳類における Hippo 伝達経路

に属する分子であり,その下流にある転写補助因子である Yes-associated	
 pro-	
 

tein	
 (YAP)をリン酸化することにより細胞増殖に関与し,器官の大きさを制御す

る。近年,Hippo 伝達経路は細胞増殖に関与するだけでなく,細胞分化や細胞形態

の制御,細胞極性,幹細胞における自己再生能など多彩な生命現象に関与してい

ることが報告されている。今回,我々は歯の発生過程における Hippo 伝達経路の

役割についての検討を行った。まず,マウス胎生 17.0 日齢（E17.0）歯胚とラッ

ト歯原性上皮細胞株 SF2 とマウス歯乳頭由来間葉系細胞株 mDP より mRNA を抽出

し RT-PCR 法を用いて Hippo 伝達経路関連分子群の発現解析を行なった。その結

果,歯胚と歯原性細胞において Hippo 伝達経路関連分子群の mRNA の発現を認め

た。また,哺乳類における Hippo 伝達経路において中心的役割を担う Mst1/2 の

歯胚での発現局在について解析するために,マウス胎生 13.5 日齢（E13.5）,14.5

日齢（E14.5）,16.0 日齢（E16.0）の歯胚切片を用いて免疫組織学的に検討した。

その結果,Mst1とMst2は蕾状期と鐘状期において同様の発現様式を示すが,帽状

期では異なる発現様式を示した。このことより,歯の発生過程において Mst1 と

Mst2 は歯胚の分化段階により異なる役割を果たしていることが示唆された。次

に SF2細胞における細胞密度と Mst1/2 の発現局在との関係について免疫組織学

的に検討した。その結果,Mst1 の発現局在は細胞密度により異なり,細胞密度が

疎な状態では核に局在し,細胞密度が密な状態では細胞質に局在することが確

認された。一方,Mst2 は細胞密度に関わらず細胞質に発現していることが確認さ
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れた。これらの結果より,歯原性上皮細胞において Mst1 と Mst2 は異なる機能を

持つことが示唆された。さらに,SF2 細胞における Mst1/2 の細胞増殖・細胞分化

における関係について解析するため,Mst1/2 の過剰発現系と発現抑制系を用い

て解析を行なった。その結果,Mst1/2 過剰発現系では細胞増殖抑制と細胞分化促

進が認められた。一方,Mst1/2 発現抑制系では細胞増殖促進と細胞分化抑制が認

められた。さらに,Mst1/2 過剰発現系では TUNEL 染色による解析より,アポトー

シスを起こしている細胞の存在が確認された。これらの結果より,Mst1 と Mst2

は歯原性上皮細胞の細胞増殖と細胞分化において重要な役割を担うことが示唆

された。また,SF2 細胞における NT-4 刺激により,Mst1/2 の mRNA の発現促進と

Mst1/2のリン酸化が起こることが確認されたが,この際起こるリン酸化はMEK阻

害剤である U0126 と PD98059 処理により,Mst1/2 リン酸化は阻害された。このこ

とは,ERK1/2 が Mst1/2 のリン酸化に関与することを示唆する。そこで,ERK1/2

とMst1/2の結合解析を行なうため,SF2細胞におけるMst1,Mst2過剰発現細胞株

をNT-4で刺激後,抽出したタンパクを抗DDK抗体を用いて免疫沈降し,抗ERK1/2

抗体により Mstと ERK1/2 の結合についてウエスタンブロッティング法により解

析した。その結果,SF2 細胞における NT-4 刺激により,ERK1 は Mst1 と直接結合

していることが確認された。また,SF2 細胞へのリコンビナントタンパク発現ベ

クターを用いた導入による解析より,ERK1 は Mst1 の N 末端側に存在する触媒領

域に結合することが確認された。以上の結果より,SF2 細胞における NT-4 による

刺激は TrkB,ERK1 を介し伝達し,ERK1 が Mst1 の N 末端側に存在する触媒領域に

結合することにより Mst1 がリン酸化し,また Mst1,Mst2,Ambnの mRNA の発現が

促進されることが明らかとなった。	
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緒	
 言	
 

	
 

	
 全ての器官発生の過程において,器官の成長に伴う大きさの制御には細胞増

殖が大きく関与している。この際起こる細胞増殖は非常に精密に制御され,正常

発生において機能的な器官形成のために様々な成長因子や伝達シグナルが複雑

に関与し,適切な細胞増殖や細胞移動が起こる。Hippo 伝達経路は多数の分子よ

り構成されており,ショウジョウバエの場合 Ste20 ファミリーである Hippo	
 

(hpo),Ww 領域アダプタータンパクである Salvador（Sav）,腫瘍抑制因子である

Mats（mats）,NDR キナーゼである Warts（Wts）などの中心的役割を果たす分子

と,それらの下流で核移行することにより転写因子を活性化する Yorkie	
 (ykiq)

などから構成される（Pan	
 D	
 2007）。Hippo 伝達経路はショウジョウバエにおい

て発見された伝達経路で,この伝達経路が活性化状態である場合では,核移行タ

ンパクで転写補助因子である Yorkie が Hippo・Salvador 複合体により活性化さ

れた Mats・Warts 複合体にリン酸化されることにより,	
 Yorkie の核移行が阻害

され,細胞増殖を抑制的に制御する（Kango-Singh	
 M	
 and	
 Singh	
 A.	
 2009）。ま

た,これらのホモログは下等生物から哺乳類まで保存され,ほぼ全ての器官に発

現している。Mammalian	
 STE20-like	
 kinase1/2	
 (Mst1/2)は,sterile	
 20	
 (STE20)

ファミリーに属するプロテインキナーゼであり,哺乳類におけるHippo伝達経路

において中心的役割を果たす分子である（Ling	
 P	
 2008）。哺乳類における Hippo

伝達経路は,Mst1/2（hippo	
 homolog）,	
 Ww45（Salvador	
 homolog）,	
 Lats（Warts	
 

homolog）,	
 Mobs（Mats	
 homolog）,そして核移行タンパクである YAP（Yorkie	
 

homolog）などで構成される。Hippo 伝達経路が活性化状態ではない場合では,YAP
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は細胞質から核内に移動し転写因子である Tead と結合し細胞増殖を促進する。

一方,上流因子により Hippo 伝達経路が活性化されると Mst1/2 と Ww45 の複合体

はその下流にあるMobsとLats複合体をリン酸化する。その後,この複合体がYAP

をリン酸化することによりYAPの核移行が起こらず細胞質内に留まり,その後ユ

ビキチン化され分解される（Kango-Singh	
 M	
 and	
 Singh	
 A.	
 2009）。Hippo 伝達

経路が正常に機能しない典型的例が腫瘍であり,現在様々な器官における腫瘍

について本伝達経路との関連について研究がなされている。これまで,肝癌

（Zhou	
 D	
 et	
 al.,	
 2009）,肺癌（Xu	
 CM	
 et	
 al.,	
 2013）,胃癌（Zhang	
 J	
 et	
 al.,	
 

2011）,乳癌（Chen	
 D	
 et	
 al.,	
 2012）,結腸直腸癌（Konsavage	
 WM	
 Jr	
 et	
 al.,	
 2012）,

前立腺癌（Li	
 W	
 et	
 al.,	
 2011）などについて Hippo 伝達経路との関連が報告さ

れている。このように近年 Hippo 伝達経路に関する研究が進む中,	
 Hippo 伝達経

路の上流因子を中心にますます多くの新規構成因子が報告されている。例えば,

プロトカドヘリンである Fat は細胞質表面でプロトカドヘリンである

Dachsous1/2 と複合体を形成し細胞外からのシグナルを細胞内へ伝達する

（Sopko	
 R	
 et	
 al.,	
 2009）。また,Kibra,Expanded,Merlin は Hippo 伝達経路の上

流で複合体を形成しシグナルをさらに下流へ伝達する（Yu	
 J	
 et	
 al.,	
 2010）。

また,Hippo 伝達経路が仲介役となり,他の伝達経路とクロストークすることが

報告されており,YAP がβカテニンと結合し Wnt のターゲット遺伝子の発現を抑

制すること(Imajo	
 M	
 et	
 al.,	
 2012)や,Yap が Notch リガンドである Jagged-1 の

発現を促進しヒトの肝細胞癌において Notch	
 signaling	
 pathway を活性化する

経路(Tschaharganeh	
 DF	
 et	
 al.,2013),また Yap が Hedgehog	
 signaling	
 pathway

を介して神経分化に関与している経路(Lin	
 YT	
 et	
 al.,	
 2012)などがある。さら
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に,ショウジョウバエのp53は	
 DNA損傷に対して反応し細胞死を促進する経路も

報告されている(Colombani	
 J	
 et	
 al.,	
 2006)。しかしながら,Hippo 伝達経路は

多数の分子が関与し,また他の多くの伝達経路と複雑にクロストークしている

ため,本伝達経路についての全容は現在のところ明らかではない。	
 

	
 このため,Hippo 伝達経路に関する研究は,この伝達経路が発見された当初細

胞分裂,細胞増殖を制御する機能に関与する研究が中心だった。しかしながら,

近年本伝達経路は,細胞増殖以外の多くの生体現象に関与していることが明ら

かになってきている。大脳神経系や腸管では細胞分化に関与している

（Mikeladze-Dvali	
 T	
 et	
 al.,	
 2005）。また,Hippo 伝達経路は細胞形態や細胞極

性に関与している（Fang	
 X	
 and	
 Adler	
 PN	
 2010）。また,ショウジョウバエにお

ける成熟神経細胞の樹状突起の維持に関与している（Emoto	
 K	
 et	
 al.,	
 2006）。

さらに,YAP は ES 細胞における幹細胞の自己再生と細胞分化に関与（Lian	
 I	
 et	
 

al.,	
 2010）し,Mst1 は心筋細胞におけるアポトーシスに関与している（Yamamoto	
 

S	
 et	
 al.,	
 2003）。このように,Hippo 伝達経路は多くの臓器において非常に多彩

な機能が報告されているが,現在のところ,歯の発生過程に関する報告は皆無で

ある。そこで本研究では歯の発生過程における Hippo 伝達経路関連分子群の発

現とその役割について解析を行なった。さらに,歯原性上皮細胞における Hippo

伝達経路活性化因子についての解析と,そのシグナル経路の解析を行なった。	
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材料および方法	
 

	
 

1，細胞培養	
 	
 

	
 ラット歯原性上皮由来細胞株 SF2 細胞,およびマウス歯原性間葉由来細胞株

mDP は Dulbecco’s	
 modified	
 Eagle’s	
 medium/F12(DMEM-F12)	
 (Invitrogen)に

10％Fetal	
 Bovine	
 Serum	
 (FBS)	
 (Invitrogen)，および抗生物質（ペニシリン 50	
 

unit/ml，ストレプトマイシン 50	
 unit/ml，アンフォテリシン 12.5	
 ug/ml）	
 

(Invitrogen)を添加したものを培養培地として用い，37	
 ℃，5%の CO2下で培養

した（Wu	
 et	
 al.,	
 2010）。	
 

	
 

2，RNA 抽出および RT-PCR 法,Real	
 time	
 PCR 法	
 

	
 Total	
 RNA は,歯胚および培養細胞より TRIzol®	
 Reagent(Invitrogen)を用いて

抽出し，SuperScript®	
 VILOTM	
 cDNA	
 Synthesis	
 Kit	
 (Invitrogen)を使用して cDNA

を合成した。その後，taq	
 DNA	
 polymerase	
 High	
 Yield	
 (greiner	
 bio-one)，10

× 	
 Taq	
 Reaction	
 Buffer	
 Complete(greiner	
 bio-one) ， dNTP	
 Mix(greiner	
 

bio-one),MgCl2	
 stock	
 solution(greiner	
 bio-one)に各 cDNA とプライマーを加

え，サーマルサイクラー(Apllied	
 Biosystems)を用いて，PCR 増幅産物を作成し

た。PCR 増幅産物は 2%アガロースゲルを用いて泳動，サイバーグリーン染色後，

LAS-4000mini(FUJIFILM)を用いて検出した。また,同様に合成した cDNA と各プ

ライマーを SYBR®	
 Select	
 Master	
 Mix(Invitrogen)2 加え,TaqMan	
 7700	
 sequencer	
 

detection	
 system	
 (Applied	
 Biosystems)を用いて Real	
 time	
 PCR を行なった。

なお,相対遺伝子発現は GAPDH により補正を行なった。	
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3，組織および歯原性上皮細胞の免疫染色法	
 

	
 歯胚切片は，胎生 13.5 日齢，14.5 日齢，16.0 日齢の ICR マウスを用いて，

切片の作成を行った。歯胚切片は，4％paraformaldehyde(Wako)/PBS で 24 時間

固定した後,10%,20%,30%スクロース水溶液に12時間ずつ浸漬した後,組織をOCT	
 

compound(Sakura	
 Finetechnical	
 Co.)にて封入し，クライオスタット(CM3050,	
 

Leica,	
 Inc.)を使用して作製した凍結切片を染色に用いた。組織切片作製後，

4%	
 Paraformaldehyde(Wako)/PBS にて 10 分間固定した後，PBS にて 5 分間 3 回

洗浄，0.1%Triton	
 X-100(Wako)/PBS による処理，PBS 洗浄，L.A.B	
 solution	
 

(Polysciences) に よる賦活化， PBS 洗 浄の後 1 × Universal	
 Blocking	
 

Reagent™(BioGenex)/PBS にてブロッキングを行い，洗浄後 1 次抗体で 1 時間染

色した。その後 PBST にて 5 分間×3 回洗浄，2 次抗体と Hoechst33342	
 dye	
 

(invitrogen)で 1 時間染色し，再び PBST で 5 分間×3 回洗浄，純水にて 1 回洗

浄後,	
 Fluoromount	
 (Diagnostic	
 BioSystems)で封入した。また,SF2 細胞の免疫

染色は，直系 15mm のスライドガラス（MATSUNAMI）の上で培養した細胞を,4％

paraformaldehyde(Wako)/PBSにて10分間固定後，PBSで 5分間×3回洗浄，L.A.B	
 

solutionによる賦活化，またPBSにて洗浄，1×Universal	
 Blocking	
 Reagent™/PBS

にてブロッキング，洗浄後 1 次抗体で 1 時間染色を行った。PBST で 5 分間×3

回洗浄後，2次抗体と Hoechst33342	
 dye で 1 時間染色を行った。その後 PBST で

5 分間×3 回洗浄，純水にて 1 回洗浄後，Fluoromount を用いて封入した。1 次

抗体には，抗-Mst1	
 抗体(LSBio)，抗-Mst2	
 抗体(LSBio)，抗-YAP 抗体	
 

(Invitrogen),2 次抗体には Alexa	
 flow®	
 488 抗-Rabbit	
 IgG 抗体(Invitrogen)，

Alexa	
 flow	
 594®抗-Rabbit	
 IgG 抗体(Invitrogen)を使用した。また,核染色には
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Hoechst33342	
 dye を使用した。その後,BZ-8000 蛍光顕微鏡(Biozero,	
 KEYENCE	
 Co,	
 

Osaka,	
 Japan)を用いて検鏡し BZ-Analyzer(KEYENCE)で解析した。	
 

	
 

4，発現ベクターを用いた Mst1/2 過剰発現細胞の作成	
 

	
 マウス Mst1 と Mst2 の発現ベクターは ORIGENE 社より購入した。SF2 細胞を 6	
 

cm	
 dish に 30%コンフルエントになるように蒔き，DMEM-F12	
 (Invitrogen),	
 10％

FBS	
 (Invitrogen)，および抗生物質（ペニシリン 50	
 unit/ml，ストレプトマイ

シン 50	
 unit/ml，アンフォテリシン 12.5	
 ug/ml）	
 (Invitrogen)を添加した培

地 24 時間培養後，DMEM-F12	
 (Invitrogen),10％FBS	
 (Invitrogen)培地に交換し

24 時間培養した後,	
 Lipofectamine®	
 LTX	
 reagent	
 (Invitrogen)を用いて遺伝子

導入を行なった。その後 37	
 ℃，5%の CO2下で,48 時間培養し各実験に用いた。	
 

	
 

5，siRNA-	
 Mst1/2 を用いた Mst1/2 抑制発現細胞の作成	
 

	
 ラットMst1とMst2のRNAiはInvitrogen社より購入した。SF2細胞を6	
 cm	
 dish

に 30%コンフルエントになるように蒔き，DMEM-F12	
 (Invitrogen),	
 10％FBS	
 

(Invitrogen)，および抗生物質（ペニシリン 50	
 unit/ml，ストレプトマイシン

50	
 unit/ml，アンフォテリシン 12.5	
 ug/ml）	
 (Invitrogen)を添加した培地 24

時間培養後，DMEM-F12	
 (Invitrogen),10％FBS	
 (Invitrogen)培地に交換し 24 時

間培養した後,Lipofectamine®	
 RNAiMAX	
 reagent	
 (Invitrogen)を用いて遺伝子導

入を行なった。ネガティブコントロールとして Stealth	
 RNAiTM	
 negative	
 control

（Invitrogen）を用いた。siRNA-	
 Mst1/2 導入後 37	
 ℃，5%の CO2下で,48 時間

培養し各実験に用いた。	
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6，歯原性上皮細胞における増殖実験	
 

	
 SF2 細胞を 1×103	
 cell/96	
 well	
 plate に蒔き，Mst1/2 発現ベクターあるいは

siRNA-	
 Mst1/2 を遺伝子導入し 48 時間培養後，Cell	
 Counting	
 Kit-8(DOJINDO)

を加え，吸光度測定を行いコントロール群との比較を行った。さらに，

5’-Bruno-2’-deoxyuridine	
 (BrdU)	
 Labeling	
 &	
 Detection	
 KitⅡ(Roche)を用

いた細胞増殖能の検討を行った。直径 15mm のスライドガラス上で 50~60％コン

フルエントになるまで SF2 細胞を培養し，その後 BrdU 標識試薬にて 1時間イン

キュベート，PBS にて 10 分×3回洗浄，70％エタノールで固定した。抗 BrdU ワ

ーキング溶液にて 37	
 ℃で 30 分インキュベート，PBS で洗浄後，フルオレセイ

ン標識抗マウス Ig 抗体溶液にて 30 分インキュベートした。PBST で洗浄後，

Propidium	
 Iodide(Vecta)で封入し,BZ-8000 蛍光顕微鏡（KEYENCE）を用いて検

鏡し，BrdU 陽性細胞を計測した。	
 

	
 また,SF2 細胞における BrdU と抗 YAP 抗体の二重染色は,スライドガラス上の

SF2細胞をBrdU標識試薬にて1時間インキュベート，PBSにて 10分×3回洗浄，

70％エタノールで固定した後,抗 BrdU ワーキング溶液に抗 YAP 抗体を加えて 1

時間染色をおこなった。その後 Alexa	
 flow	
 488® 抗 -Mouse	
 IgG 抗体

(Invitrogen),Alexa	
 flow	
 594®抗-Rabbit	
 IgG 抗体(Invitrogen)と Hoechst33342	
 

dye	
 (Invitrogen)溶液に１時間インキュベートした。PBST で洗浄後，純水にて

1 回洗浄,	
 Fluoromount	
 (Diagnostic	
 BioSystems)で封入した。BZ-8000 蛍光顕

微鏡(Biozero,	
 KEYENCE	
 Co,	
 Osaka,	
 Japan)を用いて検鏡し，BrdU 陽性細胞と

YAP 陽性細胞を計測した。	
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7，ウエスタンブロッティング法	
 

	
 SF2 細胞を 6	
 cm	
 dish に 1.0×105	
 cells/a になるように蒔き，24 時間培養後，

その後１時間 DMEM-F12 に抗生物質（ペニシリン 50	
 unit/ml，ストレプトマイシ

ン 50	
 unit/ml，アンフォテリシン 12.5	
 ug/ml）を添加した培地で培養後,100	
 

ng/ml	
 NT-4 を 0，5，15，30,60,120 分間添加して 37	
 ℃で刺激した。刺激後 1	
 mM

バナデート/PBS で 3 回洗浄後，プロテアーゼインヒビター（Aprotinin;	
 Loche,	
 

Leupeptin;	
 Loche,	
 PMSF;和光純薬）を添加したCyto	
 Buster™	
 Protein	
 Extraction	
 

Reagent(Novagen)を加えた後,4	
 ℃で 10 分間インキュベートした後，サンプル

を回収し 4	
 ℃,12000rpm で遠心分離した。その後,上清を回収し,NuPAGE®	
 LDS	
 

Sample	
 Buffer(Invitrogen)を加えて 70	
 ℃	
 10 分間熱処理をした。SDS 化したサ

ンプルを NUPAGE®4-12%	
 Bis-Tris	
 Gel(Invitrogen)を用いて泳動しシグナル解析

を行った。用いた抗体は抗 Mst1 抗体(LSBio)，抗 Mst2 抗体(LSBio)，抗

Phospho-Mst1/2 抗体（cell	
 signaling	
 technology），抗 ERK1/2 抗体（cell	
 

signaling	
 technology），抗 Phospho-ERK1/2 抗体（cell	
 signaling	
 technology），

抗 Akt 抗体（cell	
 signaling	
 technology）,抗 Phospho-AKT 抗体（cell	
 signaling	
 

technology）,抗 DDK 抗体（ORIGENE）,抗 V5 抗体（Invitrogen）,および二次抗

体として抗 rabbit	
 IgG	
 HRP-conjugated（R&D	
 SYSTEMS）抗体を使用した。その

後,	
 ECL	
 Prime	
 Western	
 Blotting	
 Detection	
 Reagent	
 (GE	
 Healthcare)を用い

て可視化し LAS4000mini（GE	
 Healthcare）にて解析を行なった。	
 

	
 

8，TUNEL 染色によるアポトーシス解析実験	
 

	
 SF2 細胞に発現ベクターを遺伝子導入した後,37	
 ℃，5%の CO2下で 48 時間培
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養した。その後,培養細胞を Click-iT®	
 TUNEL	
 Alexa	
 Fluor®	
 Imaging	
 Assay	
 

(Invitrogen)を用いて TUNEL 染色を行なった。TUNEL 染色後,抗-DDK 抗体	
 

Dylight	
 488	
 (ORIGENE)により二重染色を行い,	
 BZ-8000 蛍光顕微鏡(Biozero,	
 

KEYENCE	
 Co,	
 Osaka,	
 Japan)を用いて検鏡し BZ-Analyzer(KEYENCE)で解析し,そ

れぞれ TUNEL 陽性細胞と DDK 陽性細胞の数を計測した。	
 

	
 

9，タンパク機能阻害剤を使用したシグナル解析	
 

	
 SF2 細胞を 6cm	
 dish に 60％コンフルエントになるように培養し,その後１時

間 DMEM-F12 に抗生物質（ペニシリン 50	
 unit/ml，ストレプトマイシン 50	
 unit/ml，

アンフォテリシン 12.5	
 ug/ml）を添加した培地で培養後,SF2 細胞を 100ng/ml	
 

NT-4 で刺激した。その際,交換培地に阻害剤として,1μM	
 Akt	
 InhibitorⅧ	
 

（ 1,3-Dihydro-1-(1-((4-(6-phenyl-1H-imidazo[4,5-g]quinoxalin-7-yl)phen

yl)methyl)-4-piperidinyl)-2H-benzimidazol-2-one	
 ）（Calbiochem）,	
 10μM	
 

U0126	
 (Cell	
 signaling)	
 ,100μM	
 PD98059	
 (Calbiochem)を加えた。100ng/ml	
 NT-4

で刺激後,	
 0，5，15，30 分後にタンパクを回収し,その後ウエスタンブロッティ

ングにより Mst1/2,ERK1/2,Akt のリン酸化について解析した。	
 

	
 

10，免疫沈降	
 

	
 SF2 細胞を 6cm	
 dish に 30％コンフルエントになるように培養し,Mst1/2 発現

ベクターを SF2 細胞に Lipofectamine®	
 LTX	
 reagent	
 (Invitrogen)により遺伝子

導入し,48 時間培養した後	
 100	
 ng/ml	
 NT-4 を 0，5，15，30 分間添加して 37	
 ℃

で刺激した後,それぞれタンパクを回収した。その後,Dynabeads	
 Protein	
 G	
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(Invitrogen)を用いて免疫沈降を行なった。また,リコンビナントタンパク発現

ベクターを Lipofectamine®	
 LTX	
 reagent	
 (Invitrogen)により SF2 細胞に遺伝子

導入し48時間培養した後回収したタンパクをAnti-His-tag	
 mAb-Magnetic	
 beads

（MEDICAL	
 &	
 BIOLOGICAL	
 LABORATORIES）により免疫沈降を行なった。抗原と抗

体の結合反応は,回転下,4	
 ℃で 12 時間行なった。それぞれ,免疫沈降後各実験

を行なった。	
 

	
 

11,リコンビナントタンパク発現ベクターの作成および導入	
 

	
 SF2 細胞より抽出した cDNA を用いて，各目的タンパクを翻訳した PCR 産物を

それぞれ PCR 法にて抽出し，QIAquick®	
 PCR	
 Purification	
 Kit（QIAGEN）により

PCR 産製物を精製した後，pEF6/V5-His-TOPO®Vector	
 (Invitrogen)に組み込んだ。

作製したベクターの塩基配列をシーケンスにより確認後,	
 Lipofectamine®	
 LTX	
 

reagent	
 (Invitrogen)を用いて SF2 細胞に遺伝子導入した。その後,	
 37	
 ℃，5%

の CO2下で 48 時間培養し,各実験に用いた。	
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結	
 果	
 

	
 

Hippo 伝達経路関連分子群の歯胚おける mRNA 発現と Mst1/2 の発現局在	
 

	
 歯胚における Hippo 伝達経路関連分子群の発現を解析するために，マウス胎

生 17.0 日齢（E17.0）歯胚より mRNA を抽出し，RT-PCR 法により解析を行った。

この結果,Hippo 伝達経路関連分子群である Mst1,Mst2,Ww45,Lats,Mob,Yap は,

歯胚において発現を認めた（図 1A）。また,関連分子群のなかでも伝達経路にお

いて中心的役割を担うMst1/2の歯胚発生過程における発現局在を明らかにする

ために，歯胚発生の特徴的な段階である蕾状期,帽状期,鐘状期の３つの段階に

おける Mst1/2 の発現について,マウス胎生 13.5 日齢（E13.5）,14.5 日齢

（E14.5）,16.0 日齢（E16.0）の歯胚切片を用いて，Mst1/2 の局在について免

疫組織学的に検討した。その結果,帽状期では Mst1,Mst2 ともに頬側では上皮細

胞,間葉細胞のどちらにも発現していることが確認されたが,舌側ではエナメル

上皮での発現を認めなかった。また,帽状期では Mst1 は内エナメル上皮と外エ

ナメル上皮で発現が認められなかったが,Mst2 はエナメル上皮細胞と間葉細胞

の双方に発現が認められた。さらに,鐘状期においては Mst1,Mst2 ともに上皮細

胞,間葉細胞のいずれにおいても発現を認めた（図 1B）。	
 

	
 

歯原性細胞での Hippo 伝達関連分子群の mRNA 発現と Mst1/2 の発現局在	
 

	
 歯原性細胞における Hippo 伝達経路関連分子群の発現を解析するために，ラ

ット歯原性上皮細胞株 SF2，マウス歯乳頭由来間葉系細胞株 mDP より mRNA を抽

出し，RT-PCR 法により Mst1/2 の発現解析を行った。その結果,	
 mDP 細胞では
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Mst1/2,Ww45,Lats,Mob,Yap の mRNA の発現が認められたが,	
 SF2 細胞では Ww45

の発現は認められなかった（図 2A）。さらに,SF2 細胞において細胞密度と

Mst1,Mst2 の細胞局在との関係について,免疫組織学的に検討した。その結

果,Mst1 は細胞密度が低い状態では核内に発現し,細胞密度が高くなると細胞質

に局在していることが確認された。一方,Mst2 は細胞密度に関わらず細胞質に局

在していることが確認された（図 2B）。さらに SF2 細胞，mDP 細胞における細胞

密度と Mst1/2 の下流分子である YAP の発現局在との関係について,免疫組織学

的に検討した。その結果,SF2 細胞と mDP 細胞のいずれにおいても,YAP は細胞密

度が低い状態では核内に発現し,細胞密度が高くなると細胞質に局在している

ことが確認された。（図 3）	
 

	
 

歯原性上皮細胞における YAP と細胞増殖と細胞分化との関係	
 

	
 歯原性上皮細胞株 SF2 の細胞塊における細胞分化について免疫組織学的に検

討した。その結果,SF2 細胞塊においては細胞塊の外側周辺の細胞では p75 が発

現しているのに対し,細胞塊の中心付近の細胞ではアメロブラスチン（Ambn）の

発現が認められた（図 4A）。さらに,SF2 細胞における細胞増殖と YAP の関係を

明らかにするために,SF2 細胞に BrdU を取り込ませ,抗 BrdU 抗体と	
 抗 YAP 抗体

で二重染色を行い,BrdU 陽性細胞と YAP 陽性細胞を計測し,これらの陽性細胞が

一致する頻度を解析した（図 4B）。その結果,	
 BrdU 陽性細胞と YAP 陽性細胞が

高頻度で一致していることが明らかとなった。（図 4C）	
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Mst1/2 が歯原性上皮細胞の細胞増殖,細胞分化,アポトーシスに与える影

響	
 

	
 Mst1/2 による歯原性上皮細胞において細胞増殖や細胞分化に与える影響につ

いて解析を行なうために,	
 ラット歯原性上皮細胞株 SF2に Mst1/2 発現ベクター

と siRNA-	
 Mst1/2 をそれぞれ遺伝子導入し Mst1/2 過剰発現細胞株（図 5A）と

Mst1/2 抑制細胞株（図 5B,C）における細胞増殖と細胞分化について検討した。

その結果,Mst1/2 過剰発現系では細胞増殖の抑制（図 5D）と細胞分化の促進が

確認された（図 6A）。これに対し,Mst1/2 抑制した細胞では細胞増殖の亢進（図

5D）と,細胞分化の抑制が確認された（図 6B）。さらに,Mst1/2 が歯原性上皮細

胞におけるアポトーシスに与える影響について解析するために,SF2 細胞に

Mst1/2 発現ベクターを遺伝子導入し 48 時間培養した後,	
 TUNEL 染色を行い,そ

の後抗 DDK 抗体により二重染色を行なった。その結果,SF2 細胞において Mst1/2

を過剰発現させた場合,アポトーシスを起こしている細胞の存在が確認された

（図 7A）。また,DDK 陽性細胞の中で TUNEL 染色陽性細胞の確率は約 60%程度であ

ったのに対し,TUNEL 陽性細胞の中で DDK 陽細胞の確率は 90%を超えていること

が確認された。（図 7B）	
 

  

歯原性上皮細胞における Hippo 伝達経路活性化因子	
 

	
 歯原性上皮細胞において,Hippo 伝達経路を活性化する上流因子として,我々

は NT-4 に着目した。これまで我々は NT-4 が，	
 TrkB-ERK1/2 シグナルを介し，

SF2 細胞の増殖を抑制し，エナメル芽細胞への分化を促進することを報告してい

る（Yoshizaki,	
 et	
 al.	
 2008）。今回,100ng/ml	
 NT-4 で SF2 細胞を刺激し 48 時
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間後mRNAを抽出し Mst1,Mst2のmRNAの発現についてRT-PCR法により解析した。

その結果,コントロール群と比較して Mst1,Mst2 の mRNA の発現が促進されるこ

とを確認した（図 8）。	
 

	
 

歯原性上皮細胞における Mst1/2 のシグナル伝達経路の解析	
 

RT-PCR法による解析よりNT-4刺激によりSF2細胞において Mst1/2のmRNAの発

現が促進されることを確認した。そこで,	
 歯原性上皮細胞における NT-4 刺激に

よる Hippo 伝達経路の役割を明らかにするため，SF2 細胞を 100	
 ng/ml	
 NT-4 を

0，5，15，30,60,120 分間添加して 37	
 ℃で刺激した後，Mst1/2 と ERK1/2 のリ

ン酸化をウエスタンブロッティング法にて検討した。その結果,Mst1/2 は NT-4

刺激 15 分後にリン酸化され,リン酸化はその後持続することが確認された。ま

た,ERK1/2 は NT-4 刺激後 5分と 30 以降にリン酸化されることが確認された（図

9A）。次に，NT-4 による Mst1/2 のリン酸化がどのような経路を介しているか解

析するためにAkt阻害剤とMEK阻害剤により処理したSF2細胞をNT-4で刺激し,

この際の Mst1/2 のリン酸化をウエスタンブロッティング法にて検討した。その

結果,Akt阻害剤で処理したSF2細胞株はコントロール同様にMst1/2がリン酸化

されたのに対し,MEK阻害剤で処理した細胞株はMst1/2のリン酸化が認められな	
 

かった（図 9B）。	
 

	
 

歯原性上皮細胞における NT-4 刺激による Mst1 と ERK1 の結合	
 

	
 歯原性上皮細胞におけるNT-4刺激により,ERK1/2を介しMst1/2がリン酸化さ

れることが確認された。そこで,	
 歯原性上皮細胞における NT-4 刺激により
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ERK1/2 が直接 Mst1/2 に結合するか解析するために,Mst1 および Mst2 のそれぞ

れを過剰発現させた SF2 細胞株を 100	
 ng/ml	
 NT-4 を 0，5，15，30 分間添加し

て 37	
 ℃で刺激した後,DDK 抗原による免疫沈降を行った。その後,回収したタン

パクを抗 ERK1/2 抗体を用いたウエスタンブロッティング法により解析した。そ

の結果,Mst2 過剰発現細胞株においては NT-4 刺激後タンパクの結合に変化は認

められない（図 10C）が,Mst1 過剰発現細胞株では NT-4 刺激後 ERK1 のみの結合

となることが確認された（図 10B）。このことより,ERK1 は Mst１と直接結合して

いることが明らかになった。さらに,ERK1 が Mst1 のいずれの領域に結合するか

解析するために,Mst1のリコンビナントタンパクにHisx6を付与した発現ベクタ

ーを作成し SF2 細胞に遺伝子導入し 48 時間培養後タンパクを回収した。これら

のタンパクをニッケルビーズにより免疫沈降を行なった後,抗 ERK1/2 抗体を用

いてウエスタンブロッティング法による解析を行なった。その結果,	
 ERK1 は

Mst1 の N 末端側に存在する触媒領域に結合することが確認された（図 10F）。	
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考	
 察	
 

	
 

	
 Hippo 伝達経路はショウジョウバエにおいて細胞増殖を抑制し,アポトーシス

を促進することにより器官の大きさを規定する伝達経路として発見された

（Harvey	
 KF	
 et	
 al.,2003,	
 Fang	
 X	
 and	
 Adler	
 PN	
 2010）。また,YAP は ES 細胞に

おける幹細胞の自己再生と細胞分化に関与する（Lian	
 I	
 et	
 al.,2010）。さら

に,Mst1は心筋細胞におけるアポトーシスに関与する（Yamamoto	
 S	
 et	
 al.,2003）。

このように,多くの生物あるいは臓器についてHippo伝達経路の多彩な機能が解

明されているが,歯の発生過程における Hippo 伝達経路の役割について,現在の

ところ報告されていない。歯の形態は歯種,個人差による歯の形態や大きさが多

様で,口腔内で適切に機能する歯の再生技術の臨床応用のためには,適切な大き

さや形態を有する歯の再生技術が必要で,歯の形態形成の制御機構の解明は重

大な課題となる。さらに,Hippo 伝達経路関連分子群は哺乳類のほぼ全ての臓器

に発現していることから,歯の形態形成における新たな知見は他臓器の再生医

療にも大きな影響を与える可能性を持つ。そこで，本研究は歯の発生過程にお

ける Hippo 伝達経路の役割について解析を試みた。	
 

	
 まず初めに歯胚における Hippo 伝達経路関連分子群の mRNA の発現を RT-PCR

法により解析し,中核キナーゼの構成分子である Mst1/2,Ww45,Mob,Lats,Yap の

mRNA の発現を確認した。次に,哺乳類における Hippo 伝達経路における中核キナ

ーゼの中でも中心的役割を担う Mst1 と Mst2（Hippo	
 homolog）について,歯胚の

特徴的な発生段階である蕾状期,帽状期,鐘状期の３段階について免疫組織学的

に解析した。その結果,	
 蕾状期（E13,5）では,Mst1,Mst2 はいずれも頬側では上
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皮組織と間葉組織のいずれにも発現が認められたが,舌側ではエナメル上皮に

おいて Mst1,Mst2 のいずれの発現も認められなかった。また,帽状期（E14,5）

では Mst2 はエナメル上皮において発現が認められるが,Mst1 は内エナメル上皮

と外エナメル上皮のいずれにおいても発現が認められなかった。さらに,鐘状期

（E16.0）では頬側と舌側のいずれにおいても Mst1,Mst2 は上皮組織,間葉組織

の両組織に発現していることが確認された。これらの結果より,Mst1 と Mst2 は

蕾状期において主に歯冠部の頬側の形態や大きさに関与することが示唆される。

また,帽状期においてはMst2が主にエナメル上皮の発生への関与が示唆された。

さらに,鐘状期ではMst1,Mst2ともに上皮組織と間葉組織のいずれにも広範囲で

発現していることから,分化が進んだ組織では Mst1/2 ともに発現していること

が確認された。	
 

	
 次に,歯原性上皮細胞株 SF2 と歯原性間葉細胞株 mDP について RT-PCR 法によ

り Hippo 伝達経路の mRNA の発現解析を行った結果,間葉細胞では主要な分子は

全て発現していたが,歯原性上皮細胞では Ww45 は確認できなかった。このこと

は SF2 細胞と mDP 細胞における伝達経路が異なる経路であることを示唆してい

る。さらに,SF2 細胞において細胞密度と Mst1 と Mst2 の発現局在についての関

係について免疫組織学的に解析した。その結果,Mst1 は細胞密度が低い場合は核

内に発現し細胞密度が高くなると細胞質に発現するのに対し,Mst2 は細胞密度

に関係せずに細胞質に発現している。Mst1 は Thr183 のリン酸化と脱リン酸化に

より細胞質と核内を移動することが報告されている（Lee	
 KK	
 and	
 Yonehara	
 S	
 

et.al,2002）ことより,歯原性上皮細胞において Mst1 と Mst2 は異なるリン酸化

形態を持ち,かつ異なる機能を担う可能性を示唆された。	
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 歯胚と歯原性細胞における Hippo 伝達経路関連分子群の発現を確認した後,

我々は哺乳類における Hippo 伝達経路の転写補助因子である YAP と細胞増殖と

の関係について解析した。YAP は Mst1/2 の下流に位置し,転写補助因子として機

能（Bin	
 Zhao	
 et	
 al.,2010）し,Hippo伝達経路が活性化されていない状態では,YAP

は細胞質から核内に移動し転写因子である TEAD と結合し細胞増殖がおこる

（Chen	
 L	
 et	
 al.,2010）。SF2 細胞と mDP 細胞を抗 YAP 抗体により免疫組織学的

に解析した結果,歯原性細胞において細胞増殖が盛んで細胞密度が低密度な状

態では YAP は核内に発現し,細胞増殖が盛んではない細胞密度が密な場合では

YAP は細胞質に発現していることが確認された。次に,SF2 細胞塊について歯原

性上皮細胞の未分化マーカーである p75と分化マーカーである Ambnの発現局在

について免疫組織学的に検討した。その結果,	
 p75 は細胞塊の外側周辺の細胞で

発現し,Ambn は中心付近の細胞に発現していることが確認された。このことより

SF2 細胞塊では細胞塊の外側では未分化な細胞が存在し,細胞塊の中心付近では

分化した細胞が存在し,この細胞塊は in	
 vivo 環境の想定を in	
 vitro での分化

モデルとして利用することができる。このモデルを利用し,SF2 細胞に BrdU を取

り込ませた後,抗 YAP 抗体で二重染色を行ない YAP 陽性細胞と BrdU 陽性細胞の

数を計測したところ,YAP陽性細胞とBrdU陽性細胞が高頻度で一致していること

が確認された。このことより,SF2 細胞において YAP は細胞増殖に関与している

ことが明らかとなった。また,未分化状態である細胞塊外側の細胞は YAP 陽性細

胞が多く,分化胞塊中心付近の細胞ではYAP陽性細胞は少ないことより,YAPを構

成分子とする Hippo 伝達経路は歯原性上皮細胞において細胞増殖のみではなく

細胞分化にも関与していることが示唆された。	
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 次に,歯原性上皮細胞における Mst1/2 の機能解析を行なうために,SF2 細胞に

おいて Mst1/2 過剰発現系と Mst1/2 抑制系において細胞増殖と細胞分化につい

ての解析を行なった。その結果,Mst1/2 過剰発現系では細胞増殖が抑制され細胞

分化が促進されるのに対し,Mst1/2 抑制系では細胞増殖の促進と細胞分化の抑

制が認められた。これらの結果より,Mst1/2 は歯原性上皮細胞において細胞増殖

と細胞分化に重要な役割を担うことが明らかになった。さらに,	
 Mst1/2 過剰発

現細胞株では,	
 TUNEL染色によりアポトーシスを起こしている細胞の存在が認め

られた。このことは Mst1/2 過剰発現細胞株において細胞増殖が抑制されること

の一因であると考えられる。	
 

	
 次に,我々は歯原性上皮細胞においてHippo伝達経路を活性化する因子として

神経栄養因子である NT-4 に着目した。神経栄養因子は神経細胞の成長促進

(knusel	
 et	
 al.,	
 1991	
 ,	
 Chalazonitis	
 et	
 al.,	
 1998),神経突起伸展(Tanaka	
 S	
 

et	
 al.,	
 2000)や生存維持(Johnson	
 EC	
 et	
 al.,	
 2009)に関与することが知られ

ているが,神経系組織以外の組織発生や細胞増殖などに関与することが知られ

ており,肺の正常発育(Ricci	
 A	
 et	
 al.,	
 2004	
 ,	
 Garcia-Suarez	
 O	
 et	
 al.,	
 2009)

や血管内皮細胞の増殖制御に関与することが知られている(Campos	
 X	
 et	
 al.,	
 

2007)。また,これまで著者らの研究グループでは神経栄養因子である NT-4 が

TrkB を介し，歯原性上皮細胞株 SF2 の増殖を抑制し，分化を促進することを報

告してきた(Yosizaki	
 et	
 al.,	
 2008)。これらのことを背景に,我々は SF2 細胞

を 100ng/ml	
 NT-4 により分化誘導を行なった際の,Mst1/2の mRNA の発現解析を

行なった。その結果,	
 Mst1,Mst2 ともに mRNA の発現の促進が認められた。さら

に,SF2 細胞における NT-4 刺激による Mst1/2 のリン酸化についてウエスタンブ
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ロッティングにより解析を行なった。その結果,Mst1/2 はおよそ 15 分後にリン

酸化され,その後リン酸化状態は維持することが確認された。次に,SF2 細胞にお

ける NT-4 刺激による Mst1/2 のリン酸化についてシグナル解析を行うため,Akt

阻害剤と MEK 阻害剤で処理した SF2 細胞株を 100ng/ml	
 NT-4 で刺激した。その

結果,Akt 阻害剤で処理した SF2 細胞株ではコントロール同様 NT-4 刺激後 15 分

後にMst1/2いずれもリン酸化されるが,MEK阻害剤であるU0126と PD98059で処

理した SF2 細胞株では Mst1/2 のリン酸化は認められなかった。これらの結果よ

り,SF2細胞においてNT-4刺激はERK1/2を介してMst1/2がリン酸化されること

が確認された。また,SF2 細胞において NT-4 は Hippo 伝達経路の活性化因子とし

て機能することが示唆された。	
 

	
 そこで,次に我々は ERK1/2 と Mst1/2 の結合解析を行なった。Mst1 は N 末端に

触媒ドメインを持ち C末端にロイシンが豊富な核外移行シグナル（NES）と二分

された核局在シグナル（NLS）を含む制御領域を有する（Glantschnig	
 H	
 et	
 

al.,2002）。この構造は MAP キナーゼである MAPK-activated	
 protein	
 kinase	
 2

（MAPKAP-2）と類似の構造であり（Lee	
 KK	
 and	
 Yonehara	
 S	
 	
 2002）,MAPKAP-2

は P38MAPK と結合することが知られている（Corrêa	
 SA	
 and	
 Eales	
 KL	
 	
 2012,	
 

Rouse	
 J	
 et	
 al.,1994）。これらのことより,p38 と同様の MAPK である ERK1/2 が

MAPKAP-2 と類似の構造を持つ Mst1 と結合する可能性を有する。そこで

Mst1,Mst2のそれぞれを過剰発現させたSF2細胞株を100	
 ng/ml	
 NT-4刺激後,DDK

抗原による免疫沈降,ウエスタンブロッティングを行なった。その結果,ERK1 が

Mst1 に直接結合することが確認された。さらに,我々は ERK1 が Mst1 のいずれの

領域に結合しているか解析するため,リコンビナントタンパク発現ベクターを
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作成しそれぞれ SF2 細胞に導入後,回収したタンパクを免疫沈降し抗 ERK1/2 抗

体によるウエスタンブロッティングにより解析した。その結果,ERK1 は Mst1 の

N 末端側に存在する触媒領域に結合していることが確認された。	
 

	
 本研究によって，歯胚と歯原性細胞において Hippo 伝達経路関連分子群が発

現し,	
 それらの中心的役割を担う Mst1/2 が歯原性上皮細胞株 SF2において細胞

増殖と細胞分化の制御に重要な役割を示すことが確認された。また,	
 NT-4 は SF2

細胞において Mst1/2の mRNA の発現を促進し,Mst1/2 をリン酸化することから,	
 

NT-4は歯原性上皮細胞においてHippo伝達経路を活性化することが示唆された。

さらに,	
 NT-4 による Mst1/2 のリン酸化のシグナルは,	
 NT-4 刺激により ERK1 が

Mst1のN末端側に存在する触媒領域に結合することによりMst1をリン酸化する

ことが確認された。	
 

	
 歯の正常発生においては,歯胚の大きさ・形態の制御とエナメル芽細胞などの

分化制御が重要となる。Mst1 と Mst2 は細胞増殖,細胞分化,アポトーシスに関与

し,歯胚の形態形成制御と分化制御のいずれにも関与することから,歯の発生過

程において Mst1 と Mst2 のいずれも重要であるといえる。しかしながら,Mst1 は

Mst2 同様に細胞増殖・細胞分化制御に関与するとともに,NT-4 刺激による ERK1

の結合によりリン酸化されることから,Mst1 は Mst2 と比較してより多くの役割

を果たす可能性がある。現在，歯の正常発生に関わる様々な成長因子が解明さ

れ,また歯の再生モデルについての研究が進み,動物実験では歯の再生に成功し

ている（Nakao	
 K	
 et	
 al.,2012）。さらに,iPS 細胞からエナメル芽細胞（Arakaki	
 

M	
 et	
 al.,2012）や象牙芽細胞（Otsu	
 K	
 et	
 al.,2012	
 ）へ分化誘導を行なうこ

とにも成功している。しかしながら,歯の再生に要する時間や歯の大きさや形態
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制御に関する問題点ついて解決策となりうる技術は現在のところ報告はない。

口腔内で機能的な歯の再生技術の臨床応用には，多様な形態を有し,個人差の大

きい歯の形態を可及的に短期間で再現する技術が重要で必須となる。本研究の

結果より Mst1/2 は歯原性上皮細胞において細胞増殖,細胞分化を制御すること

により,歯胚発生においてエナメル芽細胞増殖・分化の制御や細胞増殖に関与す

ることで歯胚の大きさや形態の規定に関与することが明らかとなった。Mst1/2

を含めた Hippo 伝達経路関連分子群の応用により短期間かつ多量のエナメル芽

細胞の再生が可能となる。今後,間葉系組織での Hippo 伝達経路の詳細な解析を

行い,短期間かつ機能的な形態を有する歯の再生の臨床応用技術の開発を目指

す。	
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図および解説	
 

	
 

図 1	
 Hippo 伝達経路関連分子群の歯胚おける mRNA 発現と Mst1/2 の局在	
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（A）歯胚における Hippo 伝達経路関連分子群の発現解析を行なうために，マウ 

ス胎生 17.0 日齢（E17.0）歯胚より mRNA を抽出し RT-PCR 法により解析を行っ

た。その結果,Hippo 伝達経路関連分子群である Mst1,Mst2,Ww45,Lats,Mob,Yap

は,歯胚において発現を認めた。アメロブラスチン(Ambn)は歯原性上皮細胞のマーカ

ーとして, 象牙質シアロリン蛋白(Dspp)は歯原性間葉細胞のマーカーとして使用した。

また,内部標準コントロールとして,ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ

（Hprt）を用いた。（B）Mst1 と Mst2 の歯胚発生過程における発現局在を明らか

にするために，マウス胎生 13.5 日齢（E13.5）,14.5 日齢（E14.5）,16.0 日齢

（E16.0）の歯胚切片を用いて免疫組織学的に検討した。その結果,蕾状期では

Mst1,Mst2 ともに頬側では上皮細胞,間葉細胞に発現していることが確認された

が舌側ではエナメル上皮に発現を認めなかった。また,帽状期では Mst1 は内エ

ナメル上皮と外エナメル上皮で発現が認められなかったのに対し,Mst2 はエナ

メル上皮と間葉細胞のいずれにおいても発現が認められた。さらに鐘状期にお

いては Mst1,Mst2 ともに上皮細胞,間葉細胞に発現が認められた。	
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図 2	
 歯原性細胞おける Hippo 伝達経路関連分子群発現と Mst1/2 の局在	
 

	
 	
 

	
 	
 	
 

結果１-2    原性細胞におけるHippo伝達経路関連分 の発現
                    ( 原性上 細胞株SF2, 原性間葉細胞株mDP）
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（A）ラット歯原性上皮細胞株 SF2，マウス歯乳頭由来間葉系細胞株 mDP におけ

る Hippo 伝達経路関連分子群の発現を解析するために，	
 mRNA を抽出し RT-PCR

法により解析を行った。その結果,	
 mDP 細胞では主な関連分子群の発現が認めら

れたが,SF2 細胞では Ww45 の発現が認められなかった。（B）SF2 細胞を用いて,

細胞密度と Mst1,Mst2 の発現局在との関係について,免疫組織学的に検討した。

その結果,Mst1 は細胞密度が低い状態では核内に発現する一方,細胞密度が高く

なると細胞質に局在していることが確認された。また,Mst2 は細胞密度に関わら

ず細胞質に局在していることが確認された。	
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図 3	
 歯原性細胞株における細胞密度と YAP の局在の変化	
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 歯原性上皮細胞株 SF2 と歯原性間葉細胞株 mDP を用いて,細胞密度と YAP の発

現局在との関係について,免疫組織学的に検討した。その結果,SF2 細胞と mDP 細

胞のいずれにおいても,YAP は細胞密度が低い状態では核内に発現するが,細胞

密度が高い状態では細胞質に局在していることが確認された。	
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図 4	
 歯原性上皮細胞株 SF2 における YAP 局在と細胞増殖と分化の関係	
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（A）歯原性上皮細胞株 SF2 の細胞塊において細胞分化の勾配について免疫組織

学的に検討した。その結果,	
 SF2 細胞塊は細胞塊をとりまく外側の細胞では p75

が発現し,細胞塊の中心周辺の細胞ではアメロブラスチン（Ambn）の発現が認め

られた。（B）,（C）SF2 細胞の細胞増殖と YAP の関係を明らかにするために,SF2

細胞に BrdU を取り込ませ,抗 BrdU 抗体と	
 抗 YAP 抗体で二重染色を行った。そ

の結果,BrdU陽性細胞とYAP陽性細胞は高頻度で一致していることが明らかとな

った。	
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図 5	
 	
 Mst1/2 が歯原性上皮細胞株 SF2 の細胞増殖に与える影響	
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（A）,（B）,（C）歯原性上皮細胞株 SF2 において YAP と細胞増殖が関連してい

たことから,YAP の上流因子である Mst1/2 について,その過剰発現と発現抑制が

細胞増殖に及ぼす影響について解析するため,SF2細胞にMst1/2発現ベクターと

siRNA-	
 Mst1/2 をそれぞれ遺伝子導入した。（D）Mst1/2 を過剰発現した細胞株

においては細胞増殖が抑制された。（E）Mst1/2 を発現抑制した細胞株では細胞

増殖の亢進が確認された。	
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図 6	
 	
 Mst1/2 が歯原性上皮細胞株 SF2 の細胞分化に与える影響	
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（A）Mst1/2の過剰発現と発現抑制が細胞分化に及ぼす影響について解析するた

めに,Mst1/2発現ベクターとsiRNA-	
 Mst1/2をそれぞれ遺伝子導入し,	
 エナメル

芽細胞分化誘導因子のひとつであるNT-4にて48時間刺激した。その後,mRNAを回

収し,Real	
 time	
 RT-PCR法にて,エナメル芽細胞の分化マーカーであるアメロブ

ラスチン(Ambn),アメロゲニン（Amel）およびマトリックスメタロプロテアーゼ

20（Mmp20）のmRNAの発現を比較検討した。その結果,	
 Mst1/2を過剰発現した細

胞株においては細胞分化の促進が認められた。（B）Mst1/2を発現抑制した細胞

株では細胞分化の抑制が確認された。なお,相対遺伝子発現はGAPDHにより補正

を行なった。	
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図 7	
 	
 Mst1/2 が歯原性上皮細胞株 SF2 のアポトーシスに与える影響	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

（A）Mst1/2 が歯原性上皮細胞においてアポトーシスに与える影響について解析

するため,Mst1/2 過剰発現細胞株を用いて TUNEL 染色を行なった。その結果,歯

原性上皮細胞株においてMst1/2を過剰発現させた細胞株では約５％程度の細胞

がアポトーシスを起こしていることが確認された。（B）Mst1/2 を過剰発現させ

た SF2 細胞を TUNEL 染色後,抗 DDK 抗体と二重染色を行なった。DDK 陽性細胞で

TUNEL染色陽性細胞の確率は約 60%程度であったのに対し,TUNEL 陽性細胞で DDK

陽細胞の確率は 90%を超えていることが確認された。	
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図 8	
 歯原性上皮細胞株 SF2 における NT-4 刺激による Mst1/2 の発現促進	
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 歯原性上皮細胞を 100ng/ml	
 NT-4 にて 24,48 時間刺激した。その後,mRNA を回

収し RT-PCR 法により Mst1と Mst2の mRNA の発現解析を行なった。その結果,SF2

細胞において	
 NT-4刺激により,コントロールと比較して Mst1,Mst2のmRNAの発

現促進が認められた。	
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図 9	
 歯原性上皮細胞株 SF2 における NT-4 刺激による Mst1/2 リン酸化	
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（A）歯原性上皮細胞における NT-4 による細胞内シグナル伝達経路を明らかに

するため，SF2 細胞を NT-4 で刺激した後，Mst1/2 と ERK1/2 のリン酸化をウエ

スタンブロッティング法にて検討した。その結果,Mst1/2 は NT-4 刺激 15 分後に

リン酸化され,リン酸化はその後持続することが確認された。また,ERK は NT-4

刺激後 5分と 30 以降にリン酸化されることが確認された。（B）ERK1/2 と Mst1/2

のシグナルにおける関係について解析するために,Akt 阻害剤と MEK 阻害剤で処

理した歯原性上皮細胞株を NT-4 により刺激した際の Mst1/2 のリン酸化につい

て解析を行なった。その結果,Akt 阻害剤で処理した SF2 細胞株はコントロール

同様に Mst1/2 がリン酸化されたのに対し,MEK 阻害剤で処理した細胞株は

Mst1/2 のリン酸化が認められなかった。	
 



 34 

図 10 歯原性上皮細胞株 SF2 における NT-4 刺激での ERK1 と Mst1 の結合	
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（A）（B）,（C）ERK1/2 と Mst1/2 の結合について解析するため,	
 SF2 細胞に

Mst1,Mst2 を過剰発現させ NT-4 で刺激後,	
 DDK 抗原により免疫沈降を行い,	
 抗

ERK1/2 抗体によるウエスタンブロッティング法にて検討した。その結果,Mst1

過剰発現細胞においてNT-4刺激後のERK1とMst1との直接の結合が確認された。

（D）,（E）,（F）ERK1 の Mst1 に対する結合部位について解析する為に,リコン

ビナントタンパク発現ベクターを作成し,	
 SF2 細胞に導入し 48 時間培養しタン

パクを回収した後ニッケルビーズによる免疫沈降を行い,	
 抗ERK1/2抗体による

ウエスタンブロッティング法により解析した。その結果,	
 ERK1 は Mst1 の N 末端

側に存在する触媒領域に結合していることが確認された。	
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表１	
 RT-PCRに用いたプライマー	
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表２	
 Real time PCRに用いたプライマー 
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表３	
 Mst1/2抑制に用いた siRNAシークエンス 
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表４	
 リコンビナントタンパク発現ベクター作製時用いたプライマー 
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表５	
 リコンビナントタンパク発現ベクター作製時に合成した cDNA 
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