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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 マウス歯胚歯根形成期にて in	
 situ	
 hybridization 法を行った。その結果、歯根形成期に Pgk1

遺伝子並びに ATPase6 遺伝子の mRNA 発現が認められた。Pgk1 の実験結果として、歯根形成初

期では内エナメル上皮、外エナメル上皮に mRNA 強発現が認められた。歯根形成後期では象牙芽

細胞、エナメル芽細胞に限局した mRNA 強発現を認めた。ATPase6 の実験結果として、Pgk1 と同

様に歯根形成初期では、内エナメル上皮および外エナメル上皮に限局した mRNA 強発現を認めた。

歯根形成後期では象牙芽細胞、外エナメル上皮、エナメル芽細胞への mRNA 強発現が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
	
 We study in situ hybridization of the root formation stage of mouse tooth germ. The 
result of our study shows mRNA expression of Pgk1 and ATPase 6 in tooth germ. As 
the result of Pgk1, it shows mRNA expression in internal epithelium and outer 
epithelium at initial root formation. And then, Pgk1 mRNA expression was in the 
enamelblast and odontoblast cells at the post stage of root formation. The result of 
ATPase6 similar to Pgk1, it shows mRNA expression in internal epithelium and outer 
epithelium at initial root formation. And then, ATPase6 mRNA expression was in the 
enamelblast, outer epithelium, and odontoblast cells at the post stage of root 
formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 Pgk1、ATPase6はともに ATP産生に関与す

る因子であるため、すべての細胞に均等に発

現がみられるはずである。しかし、歯胚発生

過程における ISH法の結果は特に歯胚上皮に

強発現を示していた(J Honda et al., 2008)。

Pgk1 は解糖系以外にプラスミン還元酵素と

してアンギオスタチン産生を制御しており、

毛細血管新生に関与しているという報告も

ある。よって、これまでに報告されている増

殖因子や分化誘導因子のみでは説明のつか

ない歯胚発育機構に Pgk1、ATPase6は関与し

ている可能性がある。この２つの因子に焦点

を当てた本研究は分子機構の空白を埋める

特色があり、独創的な点でもある。歯胚の発

生から歯根完成までの過程で、Pgk1、ATPase6

の遺伝子発現、タンパク発現を検索すること

は、細胞へのエネルギー供給機構解明に必要

不可欠であり、歯胚発生現象の複雑なシステ

ムのキーファクターとなりうる。予想される

結果として, 歯根形成期では 1) ISH法により

増殖・分化の盛んな細胞に Pgk1、ATPase6遺

伝子は発現し、2)mRNA発現と類似したタン

パク発現を免疫組織化学染色により示すも

のと考察される。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
歯胚歯根形成期における Pgk1, ATPase6 の
遺伝子ついて mRNA レベルでの歯胚細胞へ
の発現を確認することを目的とする。さらに、
それぞれの遺伝子についてタンパク局在を
歯胚で確かめることである。 
 
 
 
 
 
 

 
３．研究の方法 
 
（１）Pgk1のラベリングプローブの作製 
①プローブ塩基配列の設計 
②cDNAの作製 
③RNA抽出および精製 
④RNA濃度検定 
⑤PCR 
⑥second PCR 
⑦DNA濃度検定 
⑧Nucreotrap（DNA精製） 
⑨DIG ラベリング 
⑩プローブの濃度検定 
⑪-20°にて保存 

 
（２）ATPase6のラベリングプローブの作製 
 	
 ①プローブ塩基配列の設計 
②cDNAの作製 
③RNA抽出および精製 
④RNA濃度検定 
⑤PCR 
⑥second PCR 
⑦DNA濃度検定 
⑧Nucreotrap（DNA精製） 
⑨DIG ラベリング 
⑩プローブの濃度検定 
⑪-20°にて保存 

 
（３）凍結切片用ブロックの作製 
①妊娠マウスの購入および飼育 
②体齢20日の胎仔頭蓋を採取、生後2日、
4日、6日、8日、10日、２週齢、４週齢、
６週齢の新生仔頭蓋を採取。 
③4%PFAによる固定 
④組織脱灰処理 
⑤凍結包埋 
⑥-80°にて保存 

 
（４）凍結切片の作製 
	
 	
 	
 ６~８μmに薄切 
 
（５）in situ hybridization法 
	
 
（６）蛍光免疫染色法	
 
	
 
（７）ウエスタンブロッティング法	
 
	
 
（８）免疫沈降法	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 



	
 

歯根形成期に着目し、マウス歯胚を用いてin	
 

situ	
 hybridization法を行った。その結果、

歯根形成期にPgk1遺伝子並びにATPase6遺伝

子の発現が認められた。Pgk1の実験結果とし

て、生後0日齢では内エナメル上皮および外エ

ナメル上皮に限局した強発現を認めた。また

、歯胚間様に弱い発現が認められた。生後2

日齢において、内エナメル上皮および象牙芽

細胞に限局した強発現が認められた。外エナ

メル上皮への発現はやや弱い。生後4日齢では

、象牙芽細胞およびエナメル芽細胞への発現

が認められた。生後6日齢において、象牙芽細

胞への弱い発現が認められ、エナメル芽細胞

への強発現が認められた。生後8日、10日齢に

おいては、ヘルトウィッヒ上皮細胞に発現が

認められた。ATPase6の実験結果として、Pgk1

と同様に生後0日齢では内エナメル上皮およ

び外エナメル上皮に限局した強発現を認めた

。また、歯胚間様に弱い発現が認められた。

生後2日齢において、外エナメル上皮に限局し

た強発現が認められた。生後4日齢では、象牙

芽細胞および外エナメル上皮への発現が認め

られた。生後6日齢において、象牙芽細胞への

弱い発現とエナメル芽細胞への強発現が認め

られた。生後8日、10日齢においては、ヘルト

ウィッヒ上皮細胞に発現が認められた。しか

しながら両遺伝子は、歯胚の成長に伴い発現

は認められるものの、歯胚発生初期ほどの強

発現を示さなかった。	
 
	
 In	
 situ	
 hybridization 法で得られた結果
について、さらなる考察を深めるため、現在
マウス歯胚歯根形成期のタンパク実験を遂
行中である。実験手技として、蛍光免疫染色
法、ウエスタンブロッティング法、免疫沈降
法を行う予定である。	
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（２）In situ expression of the mitochondrial 
ATPase6 genein the developing tooth germ of the 
mouse lower first molar. 
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