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研究成果の概要（和文）：エナメル質が高度な石灰化組織となるためには、幼弱エナメル質に含まれる大量の有機成分
を取り除き、結晶成長のための空間を確保する必要がある。
本研究で我々は、エナメル質の有機性基質の分解と脱却経路を明らかにすることを目的に、ラットとヒト歯胚を形態学
的手法で検索し、トームス突起と波状縁に有機アニオン輸送体(OAT)が備わっていること、エナメル芽細胞はそのOATを
介して基質の断片をサイトゾルへ送り込み、ユビキチン・プロテアゾーム系で消化する能力を有することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Massive removal of organic matrix components from immature enamel is essential 
for the induction of large apatite crystals and ultimately high mineralization of the unique dental 
tissue of epithelial origin.
Amelogenesis is characterized by degradation and re-absorption of enamel matrix proteins in both 
secretory and maturation stages of amelogenesis but how exactly the ameloblasts remove organic 
constituents is not well documented. Current study confirmed existence of organic anion transporters 
(OATs) in the Tomes’ process and ruffled border membranes of ameloblasts and that ameloblasts transport 
the cleavage product of enamel matrix proteins via OATs to the cytosol for final processing through the 
ubiquitin-proteasome system.

研究分野：形態系基礎歯科学
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１．研究開始当初の背景 

（１）ヒトの低成熟型エナメル質形成不全症

の多くは、エナメルタンパク分解酵素をコー

ドする遺伝子の点変異に起因する基質の脱

却不全による。この事実はエナメル質が高度

な石灰化を獲得するためには、成熟の過程で

エナメル質から有機性基質が効率よく脱却

されることが重要であることを意味するが、

その仕組みの詳細については未解明の点が

多く残されていた。 

（２）エナメル質は基質形成期と成熟期の二

段階で形成され、完成時には密に配列する大

型のハイドロキシアパタイト結晶で占めら

れる、生体で最も高度な石灰化組織となる。

基質形成期の幼若エナメル質中に存在する

エナメルタンパク質の主要成分であるアメ

ロゲニンは、同じくエナメル芽細胞から分泌

されるタンパク分解酵素(MMP20)によって、

分泌直後から C-末端部が選択的に切断され、

低分子化することが生化学的に証明されて

いる。アメロゲニンの断片化は基質形成期を

通してその後も進行するが、成熟期に入ると、

エナメル芽細胞が新たに分泌する別種のタ

ンパク分解酵素(EMSP1)によって、基質の断

片化は一層加速する。結果として、エナメル

質の有機性基質の大部分は成熟期の比較的

早い段階で高度に断片化され、恐らく可溶化

した状態で脱却されるものと考えられてい

る（図１）。しかし、基質の分解産物が具体

的にどのような経路でエナメル質から除去

され、最終的にどの細胞でどのように処理さ

れるかについては未だ推測の域を出ず、明快

な回答は得られていない。 

（３）我々はこれまで、エナメル質形成過程

における有機性基質の動態とミネラルの輸

送機構、それらに伴う局所 pH の変動の仕組

みとその意義を明らかにすることを目的に、

長年に渡り検討と続けてきたが、その過程で、

活発なイオン輸送と生体異物の排泄を司る

腎尿細管上皮と、歯胚のエナメル上皮の間に、

輸送上皮としての多くの共通点があること

を認め、両者の比較を通してエナメル質形成

機構、特にエナメル質成熟機構の本態解明向

けたアプローチを展開してきた。 

 
２．研究の目的 

こうした背景を基に、我々はエナメル質の

巨大アパタイト結晶の誘導を可能にするエ

ナメル質有機性基質の分解と脱却の仕組み、

およびそれに関わるエナメル芽細胞の周期

的形態変化の機能的意義を明らかにするこ

とを目的に本研究計画を策定し、 ラットと

ヒトの歯胚で以下の検討を試みた。 

(1) エナメルタンパクの局在パターンの精査 

(2) エナメル芽細胞層におけるユビキチンと

プロテアゾームの局在 

(3) プロテアゾーム阻害剤がアメロゲニンの

局在に及ぼす影響 

(4) エナメル芽細胞層における有機アニオン

輸送体（organic anion transporters）

の免疫局在 

(5) エナメル質形成過程における有機アニオ

ンの動態 

 

  

図１ アメロゲニン(AM)の動態：既存概念 

基質形成期：AM は分泌直後にミセル化→AM の

ミセルがリボン状幼若アパタイト結晶に吸着

し結晶成長を抑制→MMP20 による AM の C-末切

断とエナメル芽細胞による断片の吸収（エンド

サイトーシス）→ミセルの吸着と解離の平衡状

態の維持 =結晶成長抑制の持続 

成熟期：EMSP1 による AM の小断片化→結晶成

長抑制の解除→成熟期エナメル芽細胞による

AM 断片の吸収（エンドサイトーシス）→エン

ドゾーム、リソゾーム系による最終消化 



 

 

３．研究の方法 

（１）組織標本の調整 

体重 40～50g ないし 100g の雄性 Wistar ラ

ットを、イソフルラン吸引麻酔下で左心室よ

り 4%緩衝ホルマリンで灌流固定し、顎骨とと

もに上顎切歯を摘出して、10%中性 EDTA で脱

灰した。脱灰試料は脱水後、パラフィンまた

は水溶性樹脂(Technovit 7100)に包埋し、５

μm ないし２μm を、一般組織染色と免疫染

色に供した。一部のラットは、corn 油に溶解

した proteasome 阻 害剤 (MG132, Sigma: 

3.8mg/Kg )を３日間、１日あたり２回注射し

た後に同様に灌流固定し、脱灰後、パラフィ

ン包埋して免疫染色に供した。 

ヒト歯胚の観察には、ペラデニア大学歯学

部より供与されたヒト胎児歯胚のパラフィ

ン包埋ブロック（ペラデニア大学付属病院倫

理審査委員会承認試料）を用い、７μm 切片

を作製して組織観察と免疫染色に供した。 

（２）免疫染色 

 脱パラフィンした切片を、Tris-EDTA 

buffer (pH 9.0)で 60℃～98℃, 20 分間加熱

処理し、抗原賦活した後に免疫染色

(immunofluorescence)に供した。一次抗体は 

Rb 抗ウシ 25kD amelogenin 抗体、Rb 抗ウシ 

ameloblastin 抗体（ともに広島大内田 隆教

授より供与）、抗ウシ ubiquitin 抗体

(mono)(MBL)、Rb 抗ヒト proteasome 抗体

(Epitomics)、Rb 抗ラット OAT1 抗体, 同 OAT2

抗体 (Alphadiagnostics)、 Rb 抗 rat OAT3

抗体、同抗ヒト OAT2 抗体, 同ヒト OAT3 抗体

(Transgenic)を用いた。蛍光標識二次抗体で

処理した後に DAPI で核染色し、蛍光顕微鏡

観察、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

（３）in vivo 有機アニオントレーサー実験 

 有機アニオン(organic anion)の性質を持

つ 蛍 光 物 質  Lucifer Yellow CH (LY) 

(Molecular Probes)を有機アニオントレーサ

ーとして用いた。 

 体重約 50g の雄性 Wistar ラットの右頸部静

脈に、吸引麻酔下での LY 0.5%水溶液を

1ml/100g BW 注射し、5分～60 分後に 4%緩衝

ホルマリンで灌流固定し、上下顎を摘出して

暗所にて EDTA 脱灰後、Technovit 7100 に包

埋した。4μm 厚の切歯を作製し、DAPI で核

染して蛍光顕微鏡観察に供した。 

 
４．研究成果 

（１）エナメルタンパクの局在の精査 

 通常、パラフィン切片では、基質形成期の

エナメル質はアメロゲニンの免疫反応が検

出されにくいが、Tris-EGTA buffer で抗原賦

活すると染色性が著しく高まる。エナメル芽

細胞層の免疫反応性も有意に高まり、基質形

成期全域で、エナメル芽細胞のゴルジ装置に

一致して明瞭な陽性反応を認めるようにな

る。形成期早期のエナメル芽細胞では、ゴル

ジ装置以外に特記すべき反応は無いが、形成

期の中期から後期には、サイトゾルに拡散性

にアメロゲニン陽性反応を示す細胞が出現

する。陽性細胞は形成期終盤に数を増し、移

行期に一端消失して、成熟期に再び出現する。

成熟期の早期には大部分のエナメル芽細胞

がサイトゾルにある程度の陽性反応を示す

ようになる。サイトゾル以外には陽性反応は

リソゾームに限局しており、ゴルジ装置には

殆ど認められない（図２）． 

 

図２ エナメル芽細胞のアメロゲニン陽性反応 

上段矢印はサイトゾルに陽性を示すエナメル芽細胞

を示す。成熟期早期のエナメル芽細胞は大部分がサ

イトゾルに陽性反応を示す。   G ゴルジ装置、

E エナメル質、N 核、Lyリソゾーム 



 

 

一方でアメロブラスチンの免疫反応は、同様

な条件で染色しても、基質形成期、成熟期と

もにゴルジ装置が陽性を示すのみで、サイト

ゾルは陰性であること（図３）から、エナメ

ル芽細胞のサイトゾルに見られたアメロゲ

ニンの拡散性反応が、エナメル芽細胞の変性

や固定不良等による人口産物でないことは

明らかである。 

（２）ユビキチンとプロテアゾーム 

エナメル芽細胞のサイトゾルに見られた

アメロゲニンの陽性反応は、粗面小胞体の品

質管理の一環として、不完全な合成産物が小

胞体から汲みだされたか、あるいは基質の分

解産物が何らかの経路で細胞膜を通過し、サ

イトゾルへ移動したものである可能性があ

る。いずれにしても図２の事実は、エナメル

芽細胞のサイトゾルで、エンドゾーム、リソ

ゾーム以外のタンパク分解システムが稼働

していることを示している。図４は今回エナ

メル芽細胞層に確認された、ユビキチンとプ

ロテアゾームの免疫反応の局在性を模式的

に示したもので、基質形成期エナメル芽細胞

にユビキチンとプロテアゾームが共存する

こと、一方で、成熟期エナメル芽細胞は、RA

の時期にユビキチンが発現し、SA ではプロテ

アゾームが発現していることを表している。 

サイトゾルのアメロゲニンの免疫反応が、エ

ナメル質から脱却された基質の断片と過程

すると、エナメル芽細胞は RA の時期にサイ

トゾルに取り込まれたアメロゲニンの断片

をユビキチン化し、SA に変化した際にプロテ

アゾームで分解していることになる。いずれ

にしても、この染色結果は、基質形成期、成

熟期を通じて、エナメル芽細胞にエンドサイ

トーシスに依らない基質断片の吸収・処理機

構が備わっている可能性を強く示唆する。 

（３）プロテアゾーム阻害剤の影響 

 プロテアゾーム阻害剤 MG132を３日間投与

したラットでは、サイトゾルがアメロゲニン

陽性のエナメル芽細胞数が大幅に増加した

（図５）。この現象は、生理的条件下では、

多くのエナメル芽細胞は、ユビキチン・プロ

テアゾーム系におるサイトゾル消化系が高

効率に働いているため、サイトゾルへのアメ

ロゲニン断端の流入は恒常的にあるものの、

免疫反応で捉えられるレベルの量が貯留し

ないことを示している可能性がある。別の見

方をすれば、基質形成期後半に見られるサイ

トゾルの反応はエナメル芽細胞のサイトゾ

ル消化系の効率の低下を反映し、成熟期早期

のエナメル芽細胞のサイトゾルの反応は、膨

図３ アメロブラスチンの免疫反応   

基質形成期(a)、成熟期(b)を通じて陽性反応

はゴルジ装置(G)に限局しており、細胞質に

拡散性の反応は見られない。 

図４ エナメル芽細胞層におけるユビキチ

ン（上段）とプロテアゾームの局在 

図５ 形成期中期のエナメル芽細胞層に

おけるアメロゲニン免疫反応 

a. 無処置コントロール：サイトゾルが陽

性の細胞は少数 

b. プロテアゾーム阻害剤３日投与群：陽

性細胞が明らかに増加している 



 

 

大な量の分解産物がサイトゾルに流入して

いることを示している可能性がある。 

（４）エナメル芽細胞層の有機アニオン輸送
体 organic anion transporters (OATs) 

 OAT は腎尿細管における生体異物の排泄に

機能する膜タンパク質で、OAT1～OAT5 までの

サブタイプが存在し、腎以外にも肝臓や脳で

の物質輸送にも関わっていることが知られ

ている。アメロゲニンは分泌直後から C-末端

が酵素的に分断されることは既に述べたが、

c-末断片が有機アニオンと見做される点は

注目に値する。我々はエナメル芽細胞のサイ

トゾルに見られたアメロゲニンの免疫反応

が、OAT を介した基質断片のサイトゾルへの

輸送の結果を反映するものと捉え、エナメル

芽細胞層における OAT の局在を検討した。そ

の結果、ラットとヒトの歯胚で、基質形成期

エナメル芽細胞のトームス突起の膜に沿っ

てOAT2が局在すること、ラッの観察ではOAT2

は移行期で消失し、成熟期になると、RA の波

状縁に OAT1 が発現すること、更に中間層細

胞に OAT3 が局在していることを明らかにし

た（図５a）。 

OAT の輸送は基本的に両方向性といわれ、

エナメル芽細胞における OAT の輸送方向は現

状では不明であるが、形成期エナメル芽細胞

のトームス突起を介してアメロゲニンの C-

末断片が吸収され、成熟期では RA の波状縁

を介して大量の分解産物が吸収される、とす

る従来の見解と矛盾しない。 

（５）蛍光トレーサーLucifer Yellow(LY)を

用いた有機アニオンの動態解析 

 蛍光性有機アニオン Lucifer Yellow(LY)

は OAT の存在しない細胞膜を通過しないため、

OAT の存在下で緑色蛍光を発する細胞は、OAT

を持つ細胞か、細胞膜が損傷した細胞のいず

れかである。 

LY を血中投与すると、直ちに腎の尿細管上

皮のサイトゾルが強い蛍光を発し、サイトゾ

ルを介した LY の尿中への排泄の様子を見る

ことができる。今回、LY を静脈注射したラッ

トのエナメル器を観察したところ、基質形成

期のエナメル芽細胞と中間層細胞のサイト

ゾルだけが LY で標識されることがわかった

（図６）。幼若エナメル質も LY で強く標識さ

れたことから、エナメル芽細胞のサイトゾル

の標識は、LY がエナメル芽細胞の細胞間隙を

通過してエナメル質に達し、トームス突起の

OAT2 を介して二次的にサイトゾルに達した

ものと推定された。波状縁に OAT1 を持つ RA

は、LY が RA 間の固い細胞間結合を通過でき

ないため標識されなかったものと思われる。 

 以上、本研究によって、エナメル質の有機

性基質の脱却に、エンドサイトーシスに依ら

ないサイトゾル分解系が関与していること、

成熟期エナメル芽細胞の周期的形態変化が、

サイトゾル分解系の効率化に寄与している

ことが示唆された。 

図６ OAT の局在(a)と in vivo 蛍光有機

アニオントレーサー実験における Lucifer 

Yellow の局在を示す模式図(b) 

図７ 本研究で得られた成果に基づく有機

性エナメル基質脱却機構の新規概念図 

   エンドサイトーシス経路は省略した 
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