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研究成果の概要： 

エナメル芽細胞は分化の過程でその形態、性質が大きく変化する。このエナメル芽細胞の分
化の過程で発現量の変化する遺伝子を同定するために、基質形成期エナメル芽細胞と成熟期エ
ナメル芽細胞を分離、採取し、アニーリングプライマーディファレンシャルディスプレー法
（ ACP-DD ）を用いて増幅される発現遺伝子パターンを比較した。同定された 39 個の遺伝
子のうち 21 個の遺伝子のこれまでに歯牙組織では全く報告されていない遺伝子であった。そ
の中の一つ、カルサイクリンのラット切歯および臼歯におけるエナメル芽細胞の分化における
発現プロファイルを明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・形態系基礎医学 
キーワード：ディファレンシャルディスプレイ 歯牙発生  エナメル芽細胞 カルサイクリン 

象牙芽細胞  セメント芽細胞 
 
１． 研究開始当初の背景 

ある遺伝子がどのような生命現象に関わ
っているかを明らかにすることが遺伝子の
機能解析である。遺伝子の機能解析のために
は、その遺伝子がどのようなタンパクをコー
ドし、かつ、そのタンパクの発現時期および
発現場所（組織・器官等）を明らかにするこ
とが重要である。遺伝子の発現を調べる方法
としては、転写レベルでの発現を調べること
が一般的である。 

エナメル質形成過程におけるエナメル芽
細胞の分化、細胞動態に関与する遺伝子・タ
ンパクについては、これまで、形態学的のみ
ならず、生化学的に多くの研究がなされてき

た。しかしながら、これまでの研究手法では、
未知のエナメル芽細胞に発現している遺伝
子・タンパク質を対象とするには、分離精製
可能な十分な発現量の確保が不可欠であっ
た。このため、分離精製限度以下しか発現し
てない新たな遺伝子・タンパク質の発見は不
可能である。従って、歯牙組織で既に発現が
知られた遺伝子・タンパクを対象としたり、
他組織で発現が知られている遺伝子・タンパ
クについて、文献上の検討の後、盲目的に調
べてみたり、あるいは、他組織を対象として
いた実験中、偶然、歯牙組織に発現がみられ
ることにより、新しい知見がもたらされると
いうことも少なくなかった。このような旧来



の研究アプローチによるエナメル質形成関
連遺伝子・タンパクの研究は、分離精製可能
なある程度の発現量がある遺伝子・タンパク
および既知遺伝子・タンパクを対象とした研
究に制限されてきたのが実情であった。 

分子生物学的手法では、遺伝子転写産物を
ゲル上に視覚化することにより、特異的な発
現パターンを指標に未知の遺伝子をクロー
ニングすることがしばしば行われる。その一
つにディファレンシャルディスプレイ法
（Differential Display : DD 法）がある。
本方法は、任意の配列のプライマーを
PCR(polymerase chain reaction) に用いる
ことで、複数の未知のcDNA 断片を同時に増
幅し、ゲル電気泳動で展開した後、得られた
フィンガープリントのサンプル間の比較に
より、特異的発現パターンを示す分子種を同
定する方法である。DD 法には２種類以上の
サンプルを比較して希少なものや、微妙な変
化を示すものを含め、さまざまな挙動を示す
転写物を同時に検出できるという利点があ
る。その反面、旧来のDD法には、転写物の全
体をカバーするには数百通り以上の反応が
必要であること、また、PCR 反応における偽
陽性反応が多いことが大きな問題となって
いた。 

近年のめざましい分子生物学的手法の進
歩により、DD 法にも新しい技術が応用され
始め、ACPリンカーをプライマーに組み込む
ことによって偽陽性反応を劇的に減少させ
る新しいDD実験系、ACPTM 法 ( Annealing 
Control Primer ) が可能となった。 
 
２．研究の目的 

改良されたACP-DD 実験系を利用して、エナ
メル質形成中に複雑な分化過程を経るエナメ
ル芽細胞について、特に、基質形成期と成熟
期に発現される遺伝子を比較し、発現量に差
のみられる遺伝子をスクリーニングし、その
発現量をReal-time PCRで確認後、その遺伝子、
タンパク質の局在を組織学的検索すること
によってその遺伝子の機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
８週齢ウイスターラット16 匹から、エナメル器の２

つの領域からエナメル器を分けて収集し、領域ごとにト
ータルRNAを抽出した。 
 
ACP-based PCR 
発現に差の見られる遺伝子を GeneFishingTM DEG 

キット(Seegene, Seoul, South Korea) を用いて 
ACP-based PCR 法 (Kim et al., 2004) で選別した。
PCR 産物は 2% アガロースゲルで分離しエチジウムブ
ロマイドで可視化した。   
 
ダイレクトシークエンス 
発現に差の見られたバンドを再増幅、抽出の後、シー

クエンスを行った。 
 
NCBI BLAST 相同検索 
発現に差の見られた遺伝子のシークエンスの相同性

を検索した。  
 
Calcyclin 遺伝子定量 PCR  
エナメル質形成における各領域の calcyclin 遺伝子の

発現量を比較するためにGAPDH を内在性コントロー
ルとしてApplied Biosystems 7000 Real Time PCR 
System を用いて定量PCRを行った. 
  

免疫組織化学 
胎生15日齢から２１日齢のWister系ラット、上顎第

１大臼歯を用いた。一次抗体として Calcyclin rabbit 
polyclonal IgGs (1:100) 二次抗体として biotinylated 
anti-rabbit IgG (1:100) を用い、ABC法、DABにて発
色した。対比染色として0.03% methyl green or 0.05% 
methylene blueを用いた。 
 
４．研究成果 
（１）発現に増加の見られた遺伝子。 

領域 数  DEG 番号 

Segment 1
基質形成期

24

1, 3, 5, 8, 10, 11, 12, 14, 
15, 16, 18, 20, 24, 25, 26, 
28, 29, 30, 32, 33, 35, 37, 
38, 39 

Segment 2
成熟期 

15 2, 4, 6, 7, 9,  13,  17, 19, 
21, 22, 23, 27, 31, 34, 36 

  Total 39              
基質形成期の発現が多かったものが 24 個、
成熟期に発現が増加した遺伝子が 15 個あっ
た。 
 
（２）発現に差の見られた遺伝子の相同検索
の結果。 
Fragment No.  Product length     
Homology      Genbank accession no.     
Identity 
DEG1  273   96%       >###  
DEG2 422   99%       >###  
DEG3  613    100%           >### 
DEG4  579    100%           >### 
DEG5 678  81%       >### 
DEG6  258    100%  >|gb|BC086583.1|    
Rattus norvegicus ferritin light chain 1, 
mRNA 
DEG7 612  99% 
>emb|AJ005394.1|RNJ005394    Rattus 
norvegicus mRNA for collagen alpha 1 type 
V 
DEG8 259  100% 
>emb|Z50084.1|RNAMELIN2     R
mRNA for amelin 2  

.norvegicus 

                    
100% >emb|Z50083.1|RNAMELIN1     
R.norvegicus mRNA for amelin 1 
DEG9 364  100%            >### 
DEG10 348  100% >gb|U01245.2|U01245 
   Rattus norvegicus strain Wista
amelogenin precursor (Amel) mRNA 

r 

DEG11 717  100%            >### 
DEG12 320  99% >gb|BC127507.1| Rattus 
norvegicus ferritin, heavy polypeptide 1, 
mRNA 
DEG13 484  100%             >### 
DEG14 360  100% >gb|U01245.2|U01245  
  Rattus norvegicus strain Wistar
amelogenin precursor (Amel) mRNA 

 

DEG15 254   100%  
>emb|Z50084.1|RNAMELIN2     R
mRNA for amelin 2 

.norvegicus 

DEG16  581  99%               >###  
DEG17  374 100% >|gb|AF140232.1|     
Rattus norvegicus calcium binding protein 
(S100A6), mRNA 
DEG18  294  100% >|ref|NM_019154.1|   
Rattus norvegicus amelogenin X chromosome 
(Amelx), mRNA  
DEG19  586 100% >|gb|BC086583.1|    

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=55778686&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene&cmd=search&term=55778686%5bNucleotide+UID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=55778686%5bNUID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3171995&dopt=GenBank&RID=J30JMFWG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=3171995&RID=J30JMFWG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=3171995%5bgi%5d&RID=J30JMFWG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1405973&dopt=GenBank&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=1405973&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=1405973%5bgi%5d&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=1405973%5bNUID%5d&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1405971&dopt=GenBank&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=1405971&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=1405971%5bgi%5d&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=1405971%5bNUID%5d&RID=K7BY5ETC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7662692&dopt=GenBank&RID=JATBESDT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=7662692%5bNUID%5d&RID=JATBESDT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=7662692%5bNUID%5d&RID=JATBESDT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=117558588&dopt=GenBank&RID=JATPXSWW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7662692&dopt=GenBank&RID=MZ4GN1M4012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=7662692&RID=MZ4GN1M4012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=7662692%5bgi%5d&RID=MZ4GN1M4012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1405973&dopt=GenBank&RID=MZ5GH5GN012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=1405973&RID=MZ5GH5GN012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=1405973%5bgi%5d&RID=MZ5GH5GN012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=1405973%5bNUID%5d&RID=MZ5GH5GN012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=13506724&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene&cmd=search&term=13506724%5bNucleotide+UID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=13506724%5bgi%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=13506724%5bNUID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9506380&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene&cmd=search&term=9506380%5bNucleotide+UID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=9506380%5bgi%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=55778686&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene&cmd=search&term=55778686%5bNucleotide+UID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=55778686%5bNUID%5d


Rattus norvegicus ferri
mRNA 
DEG20  329  100%   
DEG21    606  100%  
DEG22    612   100%   
DEG23    390  100%  

tin light chain 1, 

      >### 
       >### 

     >### 
       >### 

 251  99%  
DEG24  287  100%         >### 
DEG25 
>gb|U01245.2|U01245     Rattus norvegicus 

Amel) strain Wistar amelogenin precursor (
mRNA 
DEG26  396  100%         >### 
DEG27    404   99% >|gb|BC087039.1|   
Rattus norvegicus proc
alpha 1, mRNA 
DEG28  546   100%  
>

ollagen, type III, 

gb|U01245.2|U01245     Rattus norvegicus 
mel) 

 100%        >### 
      >### 

strain Wistar amelogenin precursor (A
mRNA 
DEG29  963   99%        >### 
DEG30  264  
DEG31    340   100%  
DEG32  247   100%  
>gb|U01245.2|U01245     Rattus norvegi
strain Wistar amelogenin 

cus 
precursor (Amel) 

mRNA 
DEG33  598   99% 
>emb|Z50084.1|RNAMELIN2     R.norvegicus 

## 

|gb|BC086583.1|

mRNA for amelin 2 
DEG34    553   100%        >#
DEG35  423   100%       >### 
DEG36    408    00% >  
  Rattus norvegicus fer
1, mRNA 
DEG37    356   100% 

ritin light chain 

>|gb|U01245.2|U01245     Rattus norvegicus 
amelogenin precursor (Amel), mRNA 
DEG38    444   00% 
>|gb|U01245.2|U01245     Rattus norvegicus 
amelogenin precursor (Amel), mRNA 

              DEG39    338   100%  
>### 
 
39 個の発現に違いの見られる遺伝子が同定

うち 18 個の遺伝子
報

リンで、歯牙組織に発現することを初

３）リアルタイム PCR による DIG17 カルサ

ルサイクリンの発現は成熟期に多く発現
的検索により、カルサ

も発現が観察された。 

者に

された。39 個の遺伝子の
が既にエナメル質形成に関与することが
告されている遺伝子であった。DIG17 はカル
サイク
めて報告する遺伝子である。 
 

イクリンは成熟期エナメル芽細胞、さらに象
牙芽細胞に

（
イクリンの基質形成期と成熟期での遺伝子
発現量の違い。 

 
カ
していた。免疫組織学
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