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研究成果の概要（和文）：質量分析イメージング法の硬組織への適用は研究報告が乏しいことから、試料作製に
ついて方法論を検討した結果、4%パラホルムアルデヒド固定後、必要に応じて10%EDTA脱灰を施して凍結包埋す
る方法を採用した。生後３日齢ラットの上下顎を対象として、質量顕微鏡で検討した。質量電荷比 m/z 706およ
び732のシグナルが歯胚における歯乳頭、エナメル上皮等に局在し、これらの分子はデータベース検索から特定
のphosphatidylcholinesと推定された。また、質量顕微鏡解析で得られた歯胚における脂質と同様な局在を
Sudan Black B 染色で確認した。

研究成果の概要（英文）：The study was designed to investigate matrix molecules characteristic for 
bone and dentin using matrix-assisted laser desorption/ionization imaging mass spectrometry (IMS). 
We examined methods to apply IMS for the calcified tissues and adopted 4% paraformaldehyde fixation 
- freeze with or without decalcification in 10% EDTA since information about the tissue preparation 
was not available. Developing rat teeth at 3 days were processed for IMS analysis. The data was 
acquired in the positive ion mode with 75μm and 10μm pitches and a mass range setting of 0 to 
1000. Characteristic localization of signals in the tooth germs was shown at m/z 706 and 732. The 
signals were localized in the area of dental papillae and enamel epithelia in the tooth germ. The 
data base search indicated that the corresponding molecules are phosphatidylcholines. Sudan Black B 
staining showed comparable localization of lipids in the tooth germ.

研究分野： 口腔解剖学、口腔組織発生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
質量分析イメージング法は、分子の位置情報を網羅的に解析できる画期的な研究手法である。しかし、骨や歯に
対する応用例が少なく、試料作製についての情報も乏しい。石灰化組織では、化学固定と脱灰が重要となるが、
質量顕微鏡解析でどのような方法が適用できるかは不明である。本研究では、試料作製方法の質量顕微鏡解析へ
の影響を調べ、4%パラホルムアルデヒド固定と10%EDTA脱灰が有効であることを示した。さらに、歯胚におい
て、phosphatidylcholinesの特徴的な分布を明らかとした。硬組織の質量顕微鏡試料作製の方法論を確立し、硬
組織の脂質解析の新たな方向性を示した点で、意義ある研究である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

研究代表者等は骨と象牙質における石灰化過程を検討し、石灰化と基質タンパク分解が並行す

ることを示してきた。骨については、ラット胎児の骨発生を検討し、類骨の石灰化過程で、骨

芽細胞と骨細胞に基質タンパクの分解酵素である MMP（マトリックス・メタロプロテアーゼ）

の遺伝子が発現し、骨基質に MMP の酵素活性が認められることを報告した。さらに、骨修復

でも、修復骨の骨芽細胞と骨細胞が MMP の遺伝子を発現することを示している。また、象牙

質については、ラット臼歯の象牙質形成を検討し、象牙芽細胞における MMP の遺伝子発現と

象牙前質の MMP 酵素活性を報告して、石灰化に際し象牙芽細胞が象牙前質の基質タンパクを

積極的に分解する可能性を示した。これらの研究から、骨や象牙質の形成過程では、本来は基

質の造り手である骨芽細胞・骨細胞や象牙芽細胞が MMP 等の酵素を分泌し、類骨や象牙前質

に含まれる基質タンパクを分解して石灰化を進行させる可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究計画では、ラットの形成過程の骨と象牙質を研究対象とし、質量分析イメージング法（質

量顕微鏡法）を用いて石灰化前と石灰化後の基質のプロテオームを網羅的に解析し、石灰化に

関与する基質タンパクを明らかとすることを当初の目的とした。質量分析イメージング法（質

量顕微鏡法）の硬組織への適用は国内外で研究報告が乏しいことから、最初に質量顕微鏡要試

料の作製について方法論を確立することとした。 

 

３．研究の方法 

 

（１）従来の研究報告で、歯や骨ではリン酸カルシウム結晶の存在が質量顕微鏡による解析の

障害となる可能性が指摘されている。リン酸カルシウム結晶を除去する脱灰操作が必要だが、

過去に質量顕微鏡で脱灰試料を検討した研究報告が乏しいことから、本研究では、下記①②③

の異なる方法でラット下顎骨の試料を作製して比較検討し、方法論を確立した。 

 

①未固定非脱灰凍結法（従来の質量顕微鏡用試料作製法）：生後３日齢のラットを深麻酔で安楽

死させ頭部を摘出し、未固定で凍結包埋し、下顎第一臼歯の前頭断方向に連続切片を作製した。

連続切片の一部は質量顕微鏡解析のため導電性を持たせ酸化インジウムスズがコーティングし

てあるスライドガラスに載せた。 

 

②パラホルムアルデヒド化学固定法：頭部を摘出し 4%パラホルムアルデヒドで固定後、上記

（１）のように凍結包埋して連続切片を作製した。 

 

③パラホルムアルデヒド化学固定—EDTA 脱灰法：上記（２）のように頭部を固定した後、

10%EDTA で脱灰し凍結包埋して連続切片を作製した。 

 

（２）作製した切片を利用して、組織の保持状態を形態学的に、生体分子の保存状態を質量顕

微鏡で検討し、最適な試料作製方法を選択した後、改めて切片を質量顕微鏡（Ultraflex および

Solarix XR, Bruker）を用いて解析した。質量範囲は m/z 0 から 1000 の陽イオンとし、測定

ピッチは 75 m と 10 m とした。 

 

（３）胎生１８日齢のラットの頭部を 4%パラホルムアルデヒドで固定後、凍結包埋して連続

切片を作製し、Sudan Black B 染色を施した。 

 



４．研究成果 

 

当初はタンパクを解析する計画であったが、質量顕微鏡の硬組織試料への応用の第一段階として、

質量顕微鏡の方法論が確立している脂質を最初に解析することとした。組織形態の保持とシグナルの

検出状態は、パラホルムアルデヒド化学固定法—EDTA 脱灰試料（Figs.1a, 2a）およびパラホルムアル

デヒド化学固定法—非脱灰試料（Figs.1b, 2b）が未固定非脱灰凍結試料（Figs.3a, 3b）より良好だった。

臼歯歯胚を中心とした関心領域のマススペクトルでは、質量電荷比 m/z 706, 732 および 734 にピーク

を示す分子が認められた。この内、m/z 734 のシグナルは瀰漫性に分布していたが m/z 706（Fig.1）お

よび 732（Fig.2）のシグナルは歯胚における歯乳頭、エナメル上皮等に局在した。パラホルムアルデヒ

ド化学固定法—EDTA 脱灰試料（Figs.1a, 2a）およびパラホルムアルデヒド化学固定法—非脱灰試料

（Figs.1b, 2b）の両方で明瞭なシグナルが検出されたが、非脱灰試料でのシグナルの分布がより限局

していた。これらのシグナルを示す分子はデータベース検索から特定の phosphatidylcholines と推定さ

れた。 

 

 

 

 

 

Fig.1 生後３日齢のラット頭

部。質量顕微鏡解析（m/z 

706） 

 

a. パラホルムアルデヒド化

学固定法—EDTA 脱灰試料 

 

b. パラホルムアルデヒド化学

固定法—非脱灰試料 

 

c. 未固定非脱灰凍結試料 

 

 

Fig.2 生後３日齢のラット頭

部。質量顕微鏡解析（m/z 

732） 

 

a. パラホルムアルデヒド化

学固定法—EDTA 脱灰試料 

 

b. パラホルムアルデヒド化学

固定法—非脱灰試料 

 

c. 未固定非脱灰凍結試料 

 

 

 

 

 



さらに、Fig.3 のように、Sudan Black B 染色では、脂質の分布がエナメル上皮や歯乳頭等に見られ、

質量顕微鏡解析で得られた歯胚における phosphatidylcholines の局在と対応する局在が確認された。 

 

＊Fig.3  

 

胎生１８日齢ラットの上顎臼歯胚。 

Sudan Black B 染色。 

 

E:エナメル器 

 

D:歯乳頭 

 

スケールバー：100μm 

 

本研究では、歯胚における特定の phosphatidylcholines の局在を示し、また、石灰化組織の質量顕微

鏡用試料作製法として従来の未固定非脱灰に比較して、パラホルムアルデヒド固定非脱灰およびパラ

ホルムアルデヒド固定 EDTA 脱灰が良好であることを示した。本研究は硬組織の質量顕微鏡試料作製

の方法論を確立し、硬組織の脂質解析の新たな方向性を示した。 
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