
緒 言

細胞のマイグレーションは細胞の形態形成や，発生に
おいて重要な細胞運動である．胎生期では原腸形成の際
に胚盤胞の細胞が集団で移動して，胚の外胚葉，中胚

葉，内胚葉を構成する．さらにこれらの細胞が目標とす
る場所に移動し，分化をすることが報告されている
（Horwitz & Webb, 2003）．発生段階では，様々な臓器や
器官が形成されるときに正しいマイグレーションが必要
となってくると考えられ，歯の形成においても同様であ
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Abstract

Cell migration is a crucial cell function, and involved in

many biological processes including embryo genesis, wound

healing, and cancer metastasis. In tooth morphogenesis, the

interactions between the dental epithelium and mesenchyme

are important for the proliferation and differentiation of the

cells involved, and contribute to form the right number and

shape of teeth. In these processes, cell migration plays an

important role.

The SF2 cell is a preameloblast cell line originating from

dental epithelium, and this study examined the factors con-

trolling migration of SF2 cells. And, we identify factors

controlling the migration of SF2 cells.

Observation of DIOC6−stained SF2 cells using confocal

laser scanning microscopy suggested that the migration of

SF2 cells are controlled by factors present in the serum. For

a more quantitative analysis, we examined the effect of se-

rum on the cell migration using the OrisTM cell migration as-

say kit, and confirmed that the cell migration of SF2 cells

increased in the presence of serum. This serum−dependent

cell migration was inhibited by gefitinib, an epidermal

growth factor (EGF) inhibitor, indicating some role of EGF

in the migration. Next we examined the effects of EGF and

the C−X−C motif chemokine ligand 12 (CXCL12) on the

migration in serum − free conditions. Neither EGF nor

CXCL12 promoted cell migration. However, addition of

EGF and CXCL12 promoted the cell migration to an extent

comparable to that with serum present. It has been known

that EGF and CXCL 12 respectively activate a tyrosine

kinase receptor EGF receptor and the Gi protein−coupled

receptor CXCR4. The results here suggest that simultaneous

activation of these two pathways is necessary for the migra-

tion of SF2 cells. Addition of EGF and CXCL12 in the

presence of serum did not increase cell migration further,

suggesting that the factors, including the cytokine and

chemokines in serum are sufficient for cell migration.
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ると考えられる．
歯の原基である歯胚は，口腔上皮由来の歯原性上皮細

胞と神経堤由来の間葉細胞から形成される（Thesleff,

2003 ; Nakamura et al., 2008）．歯はこれらの細胞の上皮
―間葉相互作用により生じ，肺や腎臓など他の多くの器
官の発生と多くの類似性を持っている．歯胚から歯が形
成されていく過程では，細胞増殖，細胞分化，細胞移
動，細胞死が制御され，形態形成が行われる．この過程
において，マイグレーションは重要な役割を担っている
と考えられる．
歯の発生過程は開始期，増殖期，組織分化期，形態分

化期，添加期，石灰化期，萌出期を経て，口腔内に歯が
萌出する．この過程では，歯原性上皮細胞は，アメロゲ
ニンやアメロブラスチン（AMBN）といったエナメルタ
ンパクを分泌するエナメル芽細胞へと分化し，エナメル
質の形成をする（He et al., 2010 ; Nakamura et al., 2017）．
間葉細胞は象牙芽細胞や，歯髄幹細胞などに分化し，象
牙質や歯髄などを形成する（Nakamura et al., 2017 ; Liu

et al., 2018）．エナメル質や象牙質を形成し，歯の形態
を形成していく過程では，細胞の正しい整列や遺伝子発
現が重要であると考えられ，異常を生じると歯の形成不
全が生じる．
ラット歯原性上皮細胞株（SF2細胞）は前エナメル芽

細胞株として歯の発生メカニズムの研究に用いられてお
り，AMBN高発現型のSF2細胞がマウス由来iPS細胞をエ
ナメル芽細胞へ分化誘導させることや，歯髄幹細胞を象
牙質シアロリンタンパク質発現細胞へ分化誘導させるこ
とが報告されている（Arakaki et al., 2012）．一方，この
SF2細胞のマイグレーションに関する知見はほとんど得
られていない．
マイグレーションには増殖因子やケモカインが関与す

ることが知られている（Qiang et al., 2004 ; Agle et al.,

2011 ; Maretzky et al., 2011 ; Sokol & Luster, 2015）．増殖
因子の1つである上皮成長因子（EGF）は，扁平上皮癌
細胞であるSAS細胞のマイグレーションを促進すること
が報告されている（Ohnishi et al., 2017）．ケモカインは
サイトカインの一種であり，ケモカインの1つである
CXC chemokine ligand 12（CXCL12）はCXC chemokine

receptor 4（CXCR4）に結合することが知られている
（Busillo & Benovic, 2007）．マウス前エナメル芽細胞で
あるmHAT9細胞はCXCL12の存在下で細胞の運動性を示
すことが報告されており（Yokohama − Tamaki et al. ,

2015），CXCR4／CXCL12シグナルが歯の幹細胞が維持
されているニッチからの歯原性上皮細胞のマイグレー
ションを制御していることが示唆されている．そこで本

研究では，EGFとCXCL12に着目してSF2細胞のマイグ
レーションを制御する因子について検討した．

材料および方法

1．材料
SF2細胞は東北大学福本教授より供与された．培養液

には56℃で30分間非動化した10％ fetal bovine serum

（FBS, HyClone, Buckinghamshire, England）含有Dul-

becco’s Modified Eagle Medium：Nutrient Mixture F−12

Ham（DMEM/F12, Gibco, MA. U.S.A.）を使用した．

2．試薬
試薬にはEpidermal growth factor（EGF, R&D SYS-

TEMS, MN, U.S.A），Stromal Cell−Derived Factor−1 α,

Human, recombinant（CXCL12, Wako, Osaka, Japan），
EGF受容体の選択的阻害剤（Gefitinib, AOBIOUS, MA,

U.S.A）を使用した．また細胞膜の染色には3,3’−Dihexy-

loxacarbocyanine Iodide（DIOC6, Enzo Life Sciences, NY,

U.S.A）を使用した．

3．共焦点レーザー顕微鏡解析
共焦点レーザー顕微鏡観察には，×40油浸対物レンズ

（NA=1.30, Nikon, Tokyo, Japan）を取り付けた共焦点
レーザー顕微鏡システム（Nikon, C1）を用い，488nm

の励起光で発生する蛍光を515nmのバンドパスフィル
ター（半値幅30nm）で選択し，DIOC6蛍光を取得し
た．
ライブイメージング観察では，35mmのGlass base dish

（Iwaki, Shizuoka, Japan）に播種したSF2細胞を血清
（FBS）を加えたメディウム（DMEM/F12）で2～5日
間培養し，この培地に2μM DIOC6を加えて10分間染色
した後，培地を交換して共焦点レーザー顕微鏡観察を
行った．この観察では，共焦点レーザー顕微鏡システム
に装着した顕微鏡用培養装置（TOKAI HIT, Shizuoka,

Japan）を用い，37℃5％CO2の培養条件下で30秒から2
分間隔でDIOC6染色したSF2細胞の蛍光を取得した．
また一部の実験では，細胞をメディウムあるいは血清

を加えたメディウムで6時間培養した後，2μM DIOC6

を加えて10分間染色した．これらの細胞を4％パラホル
ムアルデヒドで10分間固定し，リン酸緩衝液で洗浄後に
Aqua−Poly/Mount（Polyscience, PA, U.S.A）で封入して
共焦点レーザー顕微鏡を行った．これらの画像は，画像
解析ソフトウェアNIS−Elements（Nikon）を用いて解析
した．
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4．増殖能の測定
SF2細胞を96 well plate（FALCON, NY, U.S.A）に3×

105cells/mLで播種し，血清を含むメディウムで2日間培
養した後に，メディウムのみ，血清を添加したメディウ
ム，血清とGefitinib（1μM，5μM）を添加したメディ
ウムに交換し，0時間と15時間後の増殖能の計測を行
なった．増殖能の計測にはCyQUANT� Cell Proliferation

Assay Kit（invitorogen）を用いた．

5．マイグレーションアッセイ
SF2細胞を3×105cells/mLで96well plate（OrisTM Cell

Migration Assay kit, PLATYPUS TECHNOLOGIES, WI.

U.S.A）に播種し，血清を添加したメディウム（DMEM/

F12）中で細胞がストッパーの周りを取り囲むまで培養
した．培地をメディウムあるいは血清，Gefitinib，
EGF，CXCL12を添加したメディウムに交換してストッ
パーを除去してから15時間培養した．ストッパーを除去
した直後と培養15時間後の細胞不在領域の面積を計測
し，減少した面積の割合を比較した（図1）．

6．統計処理
一元配置分散分析を行なったのち，Sceheffe法および

Fisher法にて有意差検定を行なった．また，Kruskal Wal-

lis検定を行なった．なお，有意水準p＜0．05で有意差あ
りとした．統計ソフトとしてエクセル統計を用いた．

結 果

1．SF2細胞のマイグレーション
DIOC6で染色したSF2細胞のマイグレーションの様子

を共焦点レーザー顕微鏡で観察した（図2）．SF2細胞

がガラス面に大きく拡げた突起を変形させて動き回る様
子が観察された（図2A）．この大きく広がった細胞突
起は，固定した細胞でも観察された（図2B）．一方，
培地から血清を除去すると辺縁が棘状に変化した細胞が
多数観察された（図2C）．
そこでOrisTM Cell Migration Assay kitを使って，血清の

マイグレーションへの影響を定量的に解析した．このシ
ステムでは，シリコン製のストッパーの周囲に細胞を定
着させた96 well plateを使用する方法である．ストッ
パーを除去すると円形の細胞不在領域に細胞が移動して
面積が縮小するので，ストッパーを除去した直後（図3
A）と培養15時間後（図3B−D）の細胞の浸潤が無い部
分の面積を計測することによって，定量的にマイグレー
ションを計測することが出来る．
定量的解析により（図4），血清非存在下ではアッセ

イ後15時間で，細胞不在領域が約50％閉鎖したのに対し
（図3B，図4），血清存在下では約75％閉鎖した （図3

C，図4）．このことから血清存在下では，コントロー
ル（血清非存在下）に比べてマイグレーションが促進す
ることが示唆された．ただしこのアッセイには細胞増殖
が影響する可能性があるため，血清存在下および非存在
下で細胞数の変化を測定した．その結果，15時間の培養
では血清存在下及び非存在下での細胞数に有意差は認め
られなかった（図5）．このことから血清存在下での細
胞不在領域の閉鎖は，主にマイグレーションの促進によ
るものであることが明らかになった．

2．マイグレーション促進機構の解析
血清によってマイグレーションが促進されることが明

らかになったため，血清中に含まれるマイグレーション

図1 Migration assayの模式図
OrisTM Cell Migration Assay Kitを用いた定量的マイグレーションアッセイの模式図．
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に影響を及ぼす因子の解析を試みた．血清に含まれる
EGFは，様々な細胞の増殖やマイグレーションに関与す
ることが知られており，無血清培地にも必須因子として
添加される．そこで，SF2細胞のマイグレーションにお
けるEGFの関与を調べるために，EGF受容体の阻害剤で
あるGefitinibの作用を検討した．Gefitinib（1μM）の添
加により，血清存在下における細胞不在領域の閉鎖が顕
著に抑制された（図3D，図4）．また，5μM Gefitinib

でも同様の抑制作用が認められた（data not shown）．
一方，15時間培養後の細胞数はGefitinibの添加による

有意な変化は認められなかった（図5）．これらのこと

からGefitinib存在下での細胞不在領域の閉鎖の抑制はマ
イグレーションの抑制によるものであることが明らかと
なった．

3．EGFによるマイグレーション促進機構の解析
Gefitinibが血清存在下のSF2細胞のマイグレーション

を抑制したことから，EGFがマイグレーションの促進に
関与することが示唆された．そこでまず，マイグレー
ションに対するEGF単独の作用を検討した．図6に示す
ように血清を含まないメディウムにEGFを添加したがマ
イグレーションは促進されなかった．そこで次に，ケモ

図2 血清存在下と非存在下でのSF2細胞形態変化
A：SF2細胞を2μM DIOC6で染色し，血清存在下におけるマイグレーションを30秒毎に共焦点レーザー顕微鏡にて観察
した．図は2分毎の細胞の変化を表す．B, C：血清存在下（B）および血清非存在下（C）で培養後，DIOC6で染色した
のちに固定したSF2細胞の蛍光像．左側の画像の点線部の拡大図を右側に示す．血清非存在下（C）では辺縁が棘状に変
化した細胞が観察された（矢頭）．

図3 SF2細胞の定量的マイグレーション計測
SF2細胞のマイグレーションをOrisTM cell migration assay kitを使用した測定におけるアッセイ開始時
（pre−migration）と15時間後（post−migration）の顕微鏡像．アッセイ開始時の顕微鏡像（A）と，血清
を含まないメディウム（B），血清を添加したメディウム（C），血清とGefitinib（1μM）を添加したメ
ディウム（D）で15時間培養後の顕微鏡像と細胞の境界（点線）を示す．
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カインであるCXCL12がマイグレーションに関与すると
考えられたため，CXCL12の添加でマイグレーションが
促進されるか検討した．血清を含まないメディウムへの
CXCL12の添加ではマイグレーションは促進されなかっ

たが，血清を含まないメディウムへのEGFとCXCL12の
共添加をした場合は，血清と同等のマイグレーションの
促進作用が認められた．一方，血清存在下でEGF，
CXCL12，EGFとCXCL12を添加した場合は，血清のみ
と比較してマイグレーションは促進されなかった．

考 察

本研究では共焦点レーザー顕微鏡観察による細胞形態

図5 SF2細胞の増殖能に対する血清とGefitinibの作用
測定開始時の細胞数に対する培養15時間培養後の細胞数の変
化の割合を血清非存在下，血清存在下，および血清と1μM
あるいは5μMのGefitinib存在下で計測した．値は3～12回の
実験の平均値±標準誤差を示す．血清存在・非存在やGefit-
inibの存在・非存在における増殖能に有意差はなかった．図4 SF2細胞のマイグレーションに対する血清とGefitinib

の作用
血清非存在下（白），血清存在下および血清存在下にGefitinib
添加時（黒）におけるSF2細胞のマイグレーションを円の閉
鎖率（％：Area closure）として定量的に示す．値は4～18
回の実験の平均値±標準誤差を示す．＊p＜0．05，＊＊p＜
0．01

図6 SF2細胞のマイグレーションに対するEGFとCXCL12の作用
血清を含まないメディウムにEGF単独，CXCL12単独，EGFとCXCL12の共添加を行なった（白）．血
清を含むメディウムへはEGF単独，CXCL12単独添加を行なった（黒）．値は4～10回の実験の平均値
±標準誤差を示す．＊p＜0．05
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の違いから，血清中のマイグレーションに必要な因子の
存在が示唆された．そこでOrisTM Cell Migration Assay kit

を使った定量的マイグレーションアッセイによって，SF

2細胞のマイグレーションに必要な因子を明らかにした．
マイグレーションアッセイでは，血清存在下において

促進されるSF2細胞のマイグレーションがEGF受容体の
阻害剤であるGefitinibによって抑制されたことからEGF

の重要性が示された．そこでEGFの作用を明らかにする
ために，血清を含まない培養液へEGFを添加したが，マ
イグレーションの促進は起こらなかった．しかし，ケモ
カインのCXCL12をEGFと共添加することによって，血
清存在下と同様にマイグレーションが促進された．
CXCL12の単独添加ではマイグレーションが促進されな
かったことから，EGFはケモカインなど血清中に含まれ
る因子との相互作用によってマイグレーションを促進す
ると考えられた．また血清を含む培養液にEGFやCXCL

12をそれぞれ加えてもさらにマイグレーションが促進さ
れるということはなかったことから，血清中のEGF，ケ
モカイン，その他の成分で十分マイグレーションが起こ
ると考えられた．

EGFはチロシンリン酸化酵素内蔵型受容体の一種であ
るEGF受容体を介して作用する成長因子である．EGF受
容体にはErbB1，ErbB2，ErbB3，ErbB4の4種類が知ら
れている（Wang，2017）．これらはErbBファミリーと呼
ばれており，EGFの結合によって二量体化し，活性化さ
れた受容体チロシンキナーゼが受容体のチロシン残基を
リン酸化する（Dawson et al. , 2005 ; Zeng & Harris,

2014）．このチロシンリン酸化部位にSH2ドメインや
PTBドメインなどのチロシンリン酸化結合ドメインを持
つタンパク質が結合し，下流にシグナルを伝える．
下流の情報伝達経路にはRas−MAPキナーゼ経路，PI3

キナーゼ－Akt経路，ホスホリパーゼC（PLC）－Ca2＋－
プロテインキナーゼC（PKC）経路がある（Wells,

1999 ; Zeng & Harris, 2014）．扁平上皮癌細胞であるSAS

細胞では，無血清培地へのEGFの添加によって，Aktの
リン酸化を介してマイグレーションを促進することが報
告されている（Ohnishi et al., 2017）．しかし，マイグ
レーションにおけるEGFの作用は細胞によって異なり，
同じ扁平上皮癌の細胞であるHSC4細胞では無血清培地
へのEGF添加はマイグレーションに影響しないことが報
告されている（Ohnishi et al., 2017）．

CXCL12はStromal cell−derived factor1α（SDF−1α）と
も呼ばれるケモカインであり，Gタンパク質共役型受容
体（GPCR）であるCXCR4に結合する．CXCR4は分
化，血管新生，器官形成，血液生成において必要な受容

体である（Busillo & Benovic, 2007）．マウス切歯では上
皮系幹細胞が切歯の形成端部に球状に存在し（apical

bud），エナメル質を形成する細胞を恒常的に供給してい
る．走化性因子の受容体としてよく知られるCXCR4は
apical budに発現し，胚形成においてマイグレーション
に関与していることや（Yokohama−Tamaki et al., 2015），
白血球や造血前駆細胞マイグレーションを制御している
ことが報告されている（Zou et al., 1998）．またがん細
胞ではCXCR4が高発現し，細胞のマイグレーションに
深く関与していることから，がん転移との関係が注目さ
れている（Lu et al., 2001）．CXCR4はGi型のGPCRであ
り，Gタンパク質のαサブユニットがアデニル酸シク
ラーゼの活性を低下させてcAMPの濃度を低下させる．
αサブユニットは他にもSrc，Rasなどを介してERK1/2を
活性化するなど様々なシグナル経路を活性化する
（Busillo et al., 2010）．またGタンパク質のβγサブユニッ
トはPLCやPI3キナーゼを活性化するとの報告もある
（Busillo & Benovic, 2007）．
このようにEGFおよびCXCL12はどちらともRas−MAP

キナーゼ経路，Pl3キナーゼ経路，PLC−Ca2＋－PKC経路
の活性化することが知られているが，細胞の種類によっ
て主要な経路が異なると考えられる．

SF2細胞のマイグレーションはEGFとCXCL12のどち
らか片方では促進されなかったため，マイグレーション
にはCXCL12がGタンパク質共役型受容体に結合し伝達
する経路と，EGFがチロシンリン酸化酵素内蔵型受容体
に結合し伝達する経路の2つの異なった経路が必要であ
ると考えられる．今後の課題として，SF2細胞のEGF受
容体に関連するシグナル経路と，CXCR4に関連するシ
グナル経路を詳細に検討し，マイグレーションの調節機
構を明らかにする必要がある．

結 論

EGFとCXCL12は，各々の単独作用では歯原性上皮細
胞のマイグレーションを促進しなかった．しかし，それ
ら両方が存在すると血清と同等のマイグレーション促進
作用を示した．生体内では様々な成長因子やケモカイン
が協調してマイグレーションを制御していることが示唆
された．
マイグレーションの調節には，チロシンリン酸化酵素

内蔵型受容体やGタンパク質共役型受容体など異なる細
胞内情報伝達系の協調が関与することが示された．
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