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研究成果の概要（和文）：  

 
マウス胎齢 10.5日 (E10.5) 下顎に高発現する新規膜蛋白 Protogenin (Prtg)の歯胚形成にお

ける機能的役割について検討した。Prtgは E10.5下顎で顕著に発現し、その後劇的に減弱する
が、歯胚に特異的な発現を示した。Prtg の機能阻害で著明な歯胚の発育抑制が生じ、Prtg が
歯胚形成において機能的役割を担うことが示唆された。また、歯胚形成初期に高発現する Pgk
１他の発現様式より、これらも歯胚の発生・形態形成に重要な役割を果たすことが示された。
Tβ4が、歯胚発生関連因子の発現調節によって歯胚発生初期に関わることも捉えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Protogenin (Prtg) has been identified as a gene that is highly expressed in the mouse mandible at 
embryonic day 10.5 (E10.5). Prtg is a new member of the deleted in colorectal carcinoma (DCC) family. 
This study examined the functional implications of Prtg in the developing tooth germ of the mouse lower 
first molar. Ptrg is preferentially expressed in the early stage of organogenesis. Prtg was widely expressed 
in the mesenchymal and oral epithelial cells in the E10.5 mandible. The expression of Prtg after E12.0 
was markedly reduced in the mandible, and was restricted to the area where the tooth bud was likely to be 
formed. An antisense inhibition assay for Prtg in cultured E10.5 mandibles showed a significant growth 
inhibition in the tooth germ. Bmp-4 expression had significantly been decreased in the mouse E10.5 
mandible at 24 hr after Prtg inhibition. These results indicated that the Prtg might be related to the initial 
morphogenesis of the tooth germ in the mouse lower first molar.  
 In addition, in situ expression of Ifrg15, L21 and ATPase6 genes suggest that these genes participate in 
the initiation and the development of the tooth germ as well as those of the other craniofacial organs. 
Other examination results also demonstrated that Tβ4 is involved in the early stage of tooth germ 
development by regulation of the odontogenesis-related gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は、歯の発生初期に関わる新たな因子

を同定する目的で、cDNA Subtraction法お
よび半定量 RT-PCR法を用いて、歯堤形成期
のマウス下顎に差異的に発現する遺伝子群
の検索を行った（Yamaza et al., 2001a）。同
定された遺伝子は、歯胚の発生・形態形成と
の関与が過去に報告されていないものであ
った。これらの発現様式や器官培養などの検
索により、同定された遺伝子が歯胚の発生か
ら形態形成に関与していることを報告して
きた （Yamaza et al., 2001b; Wada et al., 
2002; Akter et al., 2005; Xie et al., 2007）。 
胎齢 10.5日(E10.5)の下顎に高発現した遺

伝子群の中には、当時まだ NCBIデータベー
スに未登録の新規遺伝子も含まれていた。
我々が Clone15と称した新規遺伝子は、アミ
ノ酸構造解析より膜蛋白と想定された。また、
歯堤形成直前のE10.5の下顎に高発現するこ
とから、歯の発生に密接に関連するものと考
えられた。 
データベース改訂に伴い、この Clone15

は、Vesque ら (2006)が報告した Mouse 
Potogenin (Prtg)と同一のものであることが
判明した。彼らの報告によると、Prtgは主に
胎生期の中枢神経組織の発生と分化に関わ
ることが示唆された。しかし、非神経系組織
における Prtg の発現様式や機能の解析はま
だ不十分であり、歯胚形成における Prtg の
機能的役割の報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が新規膜蛋白 Prtg を検
出・同定した経緯に基づき、歯の発生過程に
おける発現様式と機能解析を行い、歯胚の発
生・形態形成過程における Prtg を介した相
互作用について明らかにする。また、Prtgと
同様に同定された遺伝子の歯胚の発生・形態
形成への関与を検索する。 
 
３．研究の方法 
(1) Prtg−GFP 融合蛋白の細胞内局在およ

び蛋白修飾の検索 
(2) マウス胎生期における Prtg の経時的発

現変化 
(3) 歯胚の発生・形態形成における Prtg の

mRNAおよび蛋白発現様式の検索 
(4) Prtg ノックダウン法による歯胚の形態

形成への影響 
(5) Prtg発現による細胞形質変化の検索 
(6) 歯胚の発生・形態形成におけるその他遺

伝子の発現様式および歯胚の形態形成
への影響の検索 

(7) 歯胚上皮・歯髄由来細胞株を用いた遺伝
子の発現阻害による機能解析 

４．研究成果 
(1) アミノ酸配列に基づいてドメイン構造

解析により、シグナルペプタイドによっ
て誘導される1回膜貫通型の膜蛋白と想
定された。GFP 融合蛋白を培養細胞に
発現させると、細胞膜への局在が確認さ
れた。またWestern blottingを行うと、
Prtg蛋白の分子量は、アミノ酸配列に基
づく推定分子量を大きく上回った。そこ
で蛋白に酵素的脱糖鎖化を施すと、蛋白
は推定分子量へ移動し、Prtgが高度に糖
鎖修飾されていることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Prtgの基本構造 
(Takahashi et al., BMC Dev Biol 2010より引用) 

 

(2) 胎生期におけるPrtgのmRNAおよび蛋
白発現を検索すると、E10.5で最も強く
発現し、その後劇的に減弱していった。
3, 5, 10週齢マウスの各臓器でのPrtgの
mRNA発現は脳において認められたが、
E10.5の発現と比較すると僅かな量であ
った。また、Prtg 発現の経時的減弱は、
胎生期の下顎においても確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
胎生期における Prtg mRNAの発現 

(Takahashi et al., BMC Dev Biol 2010より引用) 



 

 

 
 
 
 
 
 

 
胎生期下顎・歯胚における Prtgの発現 
(Takahashi et al., BMC Dev Biol 2010より引用) 

 
 (3) Prtg の組織内発現は、mRNA・蛋白と

もに E10.5で最も強く、第一鰓弓全体に
認められた。その後、劇的に減弱してい
くものの、歯原性上皮やそれを取り巻く
間葉において特異的な発現を呈した。ま
た、間葉における Prtg の時空的発現様
式は、頭部神経堤細胞の分布と類似して
いた。 

(4) E10.5 下顎の器官培養開始 48 時間で、
Prtg の発現は 1/10 に減弱した。E10.5
下顎の器官培養下にアンチセンスオリ
ゴ（AS S-ODN）を用いて Prtg のノッ
クダウンアッセイを行うと、多くの歯胚
が蕾状期に留まり、Prtgはエナメル器の
形成において重要な機能を担っている
ことが示唆された。同様に器官培養を行
った歯胚にKi-67免疫組織化学染色を施
し、細胞増殖活性度を検索した。Prtg AS 
S-ODN 処理した歯胚とコントロール間
に有意な差を認めなかったが、コントロ
ールに認められていた歯胚上皮と歯胚
周囲間葉細胞の細胞増殖活性度の有意
な差が、AS S-ODN処理群では認められ
なくなっていた。また、Prtg の AS 
S-ODN処理した E10.5下顎の器官培養
では、Bmp4の発現に有意な低下が認め
られた。 

(5) Prtg 強制発現系を扁平上皮組織由来細
胞に導入して細胞の形質変化を検索し
たところ、石灰化誘導培地下で石灰化物
を形成が認められた。このことから歯原
性上皮細胞の誘導の可能性が示唆され
た。現在、in vitroにおける実験を継続
中である。 

(6) 上述の cDNA サブトラクション法によ
り検出された E10.5 の下顎に高発現す
る遺伝子 Pgk１や E 12.0 に高発現する
遺 伝 子 15 kDa interferon alpha 
responsive gene (Ifrg15), ribosomal 
protein L21 お よ び adenosine 
triphosphate synthase subunit a 
(ATPase6)の歯胚における発現様式の解
析を行った。これらの遺伝子が歯胚の発

生やエナメル質の形成に重要な役割を
果たしている可能性を報告した。 

  また、E 12.0に高発現する Tβ4の ノ
ックダウンアッセイにより器官培養歯
胚に発育抑制を認めた。その際、歯原性
因子のDspp、amelogenin、ameloblastin、 
Dmp1 や matix metalloproteinase 2/9 
(Mmp 2/9)の発現に有意な変化を認めた。
さらにこれらの発現に関与する転写因
子 type II/III Runx2の発現にも影響が
みられた。歯原性上皮細胞に Tβ4 ノッ
クダウンアッセイを行うと、細胞移動度
の有意な低下やE-cadherin mRNA発現
上昇が認められ、歯胚発生関連因子の発
現調節によって歯胚発生初期に関わる
因子として Tβ4の役割が捉えられた。 

  近年、ATP合成酵素を介した Tβ4 の
ATP 調節への関与が新たな機能として
報告(Freeman et al., 2010)され、上記の
各因子間の相互作用が明らかになりつ
つある。 
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