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研究成果の概要： カルシニューリンは、カルシウムを介する情報伝達機構に関わる分子であ

り、セリン／スレオニンフォスファターゼの一つである。本研究では歯の形成期におけるカル

シニューリンの発現を調べた。カルシニューリンは歯胚領域において細胞分化期、硬組織形成

期に発現しており、歯胚の発育段階によって異なった役割を果たしている可能性が考えられる。

またサブユニット間で細胞内局在は異なっており、サブユニットごとに異なる役割を果たして

いる事も考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

 歯の発生の仕組みを解明することは歯科

学の重要な課題の一つである。国内外におい

ても、分子レベルでの研究が進められ、種々

の遺伝子、成長因子、転写因子等が歯の発生

過程に発現することが報告されているが、ま

だ明らかではない部分が多い。本研究は、歯

胚の発生、分化に必要なシグナル分子として

カルシニューリンに着目した。カルシニュー

リンは、カルシウムを介する情報伝達機構に

関わる分子であり、セリン／スレオニンフォ

スファターゼの一つである。カルシニューリ

ンは触媒サブユニットと調節サブユニット

からなる二量体を形成し、触媒サブユニット

しては CNAα、CNAβ、CNAγ が存在し、調節

サブユニットとしてはCNB1、CNB2が知られ

ている。近年、様々なシグナル伝達の制御に

カルシニューリンが関与していることが明

らかになっている。発生に関して挙げれば、

カルシニューリンによって転写活性が制御
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される転写調節因子 NF-AT が、生物の初期

発生における体軸形成に大きな役割を果た

していることが解明された。歯胚発生初期に

間葉から分泌される成長因子の一つに

BMP-2 が存在するが、軟骨発生における

BMP-2 の発現調節にカルシニューリンが関

与していることが報告された。さらに、歯胚

の萌出期に歯小嚢に EGF レセプターが発現

するが、ショウジョウバエにおいては EGF

レセプターを介するシグナル伝達経路の制

御にカルシニューリンが関与していると報

告された。また、心筋や骨格筋の発達にもカ

ルシニューリンが関わる事も報告されてい

る。骨芽細胞の分化にカルシニューリンが関

わることが報告されており、さらに破骨細胞

の分化に関わることも明らかにされている。

以上より、カルシニューリンが歯胚の発育に

関わっている可能性は十分に考えられる。 

 

２．研究の目的 

 歯の発生の過程にカルシニューリンがど

の段階のどの細胞に発現しているか組織学

的に解析して、歯の発生におけるカルシニュ

ーリンの役割を検討する。 

 

３．研究の方法 

（1）アイソトープ、凍結未脱灰切片を用い

た in situ hybridization 法による歯胚領域

におけるカルシニューリンサブユニッ

ト mRNA の発現解析 

 胎生 15 日（E15)から生後 7 日（P7）のマ

ウスをもちいて歯胚領域を含む急速凍結切

片を作成する。作成した切片について、カル

シニューリンの各サブユニット CNAα、CNAβ、

CNAγ、CNB1、CNB2 に対する 33P で標識され

た オ リ ゴ プ ロ ー ブ を 用 い て 、 in situ 

hybridization 法を行う。オリゴプローブにつ

いては本学医学研究科解剖発生学渡辺雅彦

教授より供与を受けた。 

 

（ 2 ） cRNA プ ロ ー ブ を 用 い た in situ 

hybridization 法による歯胚領域における

CNAγ mRNA の発現解析 

 本研究では（株）ジェノスタッフ（東京）

に解析を依頼した。 

 

（3）アイソトープ、脱灰パラフィン切片を

用いた in situ hybridization 法による歯胚

領域におけるカルシニューリンサブユ

ニット mRNA の発現解析 

 E15 から P7 までのマウスの歯胚領域を含

む顎骨部を EDTA にて脱灰し、パラフィン切

片を作成する。作成した切片について、CNAα、

CNAβ、CNAγ、CNB1、CNB2 に対する 33P で標

識されたオリゴプローブを用いて、 in situ 

hybridization 法を行う。 

 

（4）免疫組織化学法を用いた歯胚領域にお

けるカルシニューリンサブユニットの

発現解析 

 E15 から P7 までのマウスの歯胚領域を含

む顎骨部を EDTA にて脱灰し、パラフィン切

片を作成する。作成した切片について、抗

CNAα抗体、抗 CNAβ抗体、抗 CNB1 抗体を

用いて免疫組織学法を行う。抗体については

本学医学研究科解剖発生学渡辺雅彦教授よ

り供与を受けた。 

 

４．研究成果 

（1）歯胚領域におけるカルシニューリンサ

ブユニット mRNA の発現 

 最初にアイソトープ、凍結未脱灰切片を用

いた in situ hybridization 法による解析を

行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 帽状期 E15マウス臼歯歯胚領域おける

カルシニューリンサブユニット mRNA
の発現。点線内が臼歯歯胚領域。 
スケールバーは 200µm。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 鐘状期 E18マウス臼歯歯胚領域おける

カルシニューリンサブユニット mRNA
の発現。スケールバーは 200µm。 
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図３ 硬組織形成期 P3 マウス臼歯歯胚領域
おけるカルシニューリンサブユニット
mRNA の発現。 
スケールバーは 200µm。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 硬組織形成期 P7 マウス臼歯歯胚領域

おけるカルシニューリンサブユニット
mRNA の発現。 
スケールバーは 200µm。 

 
 

図１から図４までに示すように CNAα 

mRNA、CNAβ mRNA、CNB1 mRNAは帽状期か

ら硬組織形成期にかけての臼歯歯胚に発現

がみられた。CNB2 mRNA は発現が認められ

なかった。CNAγ mRNA については発現がみ

られたが、特異的な発現であるかはっきりし

なかった。そこで、cRNA プローブを用いた

in situ hybridization 法とアイソトープと脱灰

パラフィン切片を用いた in situ hybridization

法を用いて CNAγ mRNA の発現を解析したが、

特異的な発現であるとの確証は得られなか

った。以上より歯胚には CNAα mRNA、CNAβ 

mRNA、CNB1 mRNA が発現していると考えら

れる。 

 

（2）免疫組織化学法をもちいた歯胚領域に

おける CNAα、CNAβ、CNB1 サブユニット

の発現 

 in situ hybridization 法で発現が確認された

CNAα、CNAβ、CNB1 について免疫組織化学

法を用いて発現を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図５ 帽状期 E15 マウス臼歯領域における
CNAαサブユニットの発現。上段の青枠内
を拡大して中段、下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
中段、下段のスケールバーは 100µm。 
DP：歯乳頭 BM:基底膜  
IEE：内エナメル上皮 SR：星状網 
OEE：外エナメル上皮 
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図６ 帽状期 E15 マウス臼歯領域における

CNAβサブユニットの発現。上段の青枠
内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
DP：歯乳頭 IEE：内エナメル上皮  
OEE：外エナメル上皮 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 帽状期 E15 マウス臼歯領域における

CNAB1 サブユニットの発現。上段の青
枠内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
DP：歯乳頭 IEE：内エナメル上皮  
BM:基底膜 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 鐘状期 E18マウス臼歯領域におけるカ

ルシニューリンサブユニットの発現。 
スケールバーは 200µm。 
prA：前エナメル芽細胞  
prO：前象牙芽細胞 

 

図５から図８に示すように帽状期から鐘

状期にかけての細胞分化期の歯胚には CNAα、

CNAβ、CNB1 が歯胚上皮由来の細胞と外胚葉

性間葉由来の細胞両方に発現していた。触媒

サブユニットである CNAα、CNAβ の発現に

ついてみてみると、発現している細胞はほぼ

同じであったが、細胞内での局在が異なって

いた。 
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図９ 硬組織形成期 P3 マウス臼歯歯胚領域

における CNAαサブユニットの発現。上
段の青枠内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
SA：エナメル芽細胞 SO：象牙芽細胞 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０ 硬組織形成期 P3 マウス臼歯歯胚領

域における CANβサブユニットの発現。
上段の青枠内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
SA：エナメル芽細胞 SO：象牙芽細胞 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１１ 硬組織形成期 P7 マウス臼歯歯胚領

域における CNAαサブユニットの発現。
上段の青枠内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
SI：中間層 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１２ 硬組織形成期 P7 マウス臼歯歯胚領

域における CANβサブユニットの発現。
上段の青枠内を拡大して下段に示す。 
上段のスケールバーは 200µm。 
下段のスケールバーは 100µm。 
SI：中間層 
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 図９から図１２に示すように硬組織形成

期歯胚には CNAα、CNAβ はエナメル芽細胞、

中間層細胞、象牙芽細胞、歯髄細胞が発現し

ていた。CNAα、CNAβ は発現している細胞は

ほぼ同じであったが、細胞内での局在が異な

っていた。 

 カルシニューリンは歯胚領域において細

胞分化期、硬組織形成期に発現しており、歯

胚の発育段階によって異なった役割を果た

している可能性が考えられる。また触媒サブ

ユニットである CNAα と CNAβ の細胞内局在

は異なっており、CNAα と CNAβ は異なる役

割を果たしている事も考えられる。 
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