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研究成果の概要：

膜輸送タンパク異常症は、異常膜輸送タンパクに起因する膜輸送障害によって惹起される疾

患で、主たる膜輸送タンパク質はチャンネルと輸送体（トランスポータ）である。この膜輸送

たんぱく異常症をもたらす遺伝子・タンパク質に関連して、アクアポリン１、アミロライド感

受性上皮性ナトリウムイオンチャネル、Na+-K+ -ATPase の遺伝子発現、タンパク質局在につ

いて検索した。歯牙組織には発生時期、細胞成分ごとに、これらの遺伝子発現およびタンパク

発現が見られることを明らかにした。
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１．研究開始当初の背景
歯牙組織における 2種のステロイドホルモ

ン受容体の特異的発現により、歯牙組織がス
テロイドホルモンの標的器官であることを
あきらかにした。その後グルココルチコイド
によって制御される Na-K ATPase（ポンプ）
のエナメル器における経時的発現を明らか
にした。
これら歯の硬組織形成過程において、エナメ
ル芽細胞における膜輸送タンパクの発現、変
化をもとに膜輸送タンパク異常症の原因遺

伝子・タンパクの役割が重要であると考えた。

２．研究の目的
歯牙発生における膜輸送タンパクの局在を
明らかにすることによってその役割、ひいて
は歯牙形成不全症の病因についての知見を
得る。
３．研究の方法
RT-PCR 法およびリアルタイム PCR 法によ
る遺伝子発現検索
免疫組織化学によるタンパク局在検索
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in situ hybridization 法による組織学的遺伝
子発現検索
電子顕微鏡による微細構造学的な局在検索

４．研究成果
1. 歯牙硬組織形成における Na+-K+

-ATPase の発現とその存在意義。
歯牙硬組織形成過程の歯性細胞、特に、エ

ナメル器、乳頭層細胞における Na+-K+

-ATPase の発現を免疫組織学的、微細構造学
的に検討する。特に，乳頭層細胞での形態学
的な変化と、エナメル芽細胞のモジュレーシ
ョンに対応した、Na+-K+ -ATPase アルファ
ーサブユニットの発現の変化に焦点を当て、
エナメル質形成過程での体液輸送、イオン輸
送における Na+-K+ -ATPase の存在意義を
明らかにした。歯の硬組織形成過程では，
各発生段階に特異的なタンパク合成、分泌、
吸収、イオン輸送、石灰化に関連する機能
変化、形態変異が時空間的に起こっている。
特に，エナメル芽細胞はその分化過程で、
同一の細胞が分泌性上皮から、吸収性上皮
へ、さらには石灰化物形成上皮へと変化し、
また、エナメル器を構成する中間層細胞、
乳頭層細胞などの細胞は、エナメル基質、
各種のイオン、水分、無機イオン輸送に積
極的な役割を果たしていると考えられて
いる。一般的に、ENaC は極性を持った上
皮細胞のアピカルメンブレンに局在し、密
着上皮を介する Na イオン輸送に関与して
いる。一方、細胞膜を介する電気化学的
Na イオン濃度勾配によって細胞内に進入
する Na イオンは、そのバゾラテラル側に
局在する Na+-K+ -ATPase によって結合組
織中にくみ出されていると考えられている。
エナメル器乳頭層細胞は細胞質突起が絡
み合った細胞間チャンネルを形成する細
胞で、この細胞層内には、有窓毛細血管を
抱き込んでおり、この形態学的特徴は活発
な物質輸送の存在を示している。これまで
の研究では、エナメル器における Na+-K+

-ATPase の発現は、エナメル芽細胞ラテラル
側細胞膜と乳頭層細胞の細胞質突起にみら
れることが報告されている。しかしながら、
これらの報告は古典的な組織細胞化学的手
法を用いたもので、主にエナメル芽細胞の観
察に主眼が置かれ、エナメル器全体としての
Na+-K+ -ATPase の発現の局在は明らかに
されていない。また、特に、我々が注目する、
機能的分泌腺としてのエナメル器細胞群の
形態変化に対応させたものではなかった。本
研究では、Na+-K+ -ATPase の局在を、エナ
メル質分泌形成における、細胞群の形態変化
と Na+-K+ -ATPase 発現の変化について、免
疫組織学的、微細形態学的に検討し上図のよ
うな所見を得、エナメル質形成過程の体液輸
送、イオン輸送における Na+-K+ -ATPase
の存在意義を明らかにした。

2. 歯牙組織におけるカルサイクリン
（S100A6）の発現とその存在意義。

細胞内の多様なプロセスを制御してい
るカルシウムイオンの作用は、カルシウム
結合タンパクを介して実行される。カルモ
デュリンおよびS100タンパクはEF-ハンド
カルシウム結合モチーフを持つスーパー
ファミリータンパクで、カルモデュリンが
全身に普遍的に存在しているのに対し、

S100 タンパクは組織ごとに異なったファ
ミリーメンバーが分布し、組織特異的な作
用を担っていると考えられている。
S100 蛋白は、低分子量のカルシウム結合

性蛋白であり、細胞の分化、増殖などへの
関与が示唆されている。また組織ごとに異
なるファミリーメンバーが分布し、組織特
異的な役割を担っている。現在まで 16 あ
まりのS100分子が同定されているが、S100
ファミリーはα、βの 2つのサブユニット
からなる二量体構造をとり、α鎖β鎖から
成る S100Ａとβ鎖β鎖から成る S100Ｂと
に大きく大別され、100B は主に神経組織、
軟骨、脂肪組織に多く含まれ、S100A は骨
格筋や腎臓に多いとされている。そのうち
S100A6 はカルサイクリン（分子量: 10.5kDa,
S100A に属する）と呼ばれており、細胞の増
殖サイクルに関与し、急性骨髄性白血病や肺
腺癌、大腸癌などの悪性腫瘍細胞に特異的に
過剰発現することなどから、悪性腫瘍マー
カーとしても用いられているが、その生物学
的作用についてはまだ十分には解明されて
いない。また、歯牙組織における発現に関
しては、全く報告されていない。
歯の硬組織形成過程では，各発生段階に

特異的なタンパク合成、分泌、吸収、イオ
ン輸送、石灰化に関連する機能変化、形態
変異が時空間的に起り、エナメル器を構成
する内エナメル上皮はエナメル芽細胞に、
歯乳頭細胞、歯小嚢細胞は、それぞれ、歯
髄細胞、象牙芽細胞、および、歯根膜細胞、
セメント芽細胞に分化する。既に、予備実
験で形成完了後の切歯に、カルサイクリン
が発現していることを確認しているため、
今研究では、カルサイクリンが歯牙発生過
程に経時的にどの細胞成分にどのような
パターンで発現するのかに着目して、歯牙
発生におけるカルサイクリンの役割を明
らかにしようとした。

生後１日齢では、前エナメル芽細胞に中
等度の陽性反応が観察された、生後３日で
は、エナメルフリーエリアエナメル芽細胞
に強い免疫陽性反応が観察された。生後６
日では、エナメルフリーエリアエナメル芽
細胞に強い免疫反応が、また、分化した咬
頭頂部象牙芽細胞にも免疫陽性反応が見
られるようになった、しかしながら、基質
形成期エナメル芽細胞には、免疫陽性反応
は見られなかった。生後 15 日では、成熟
期エナメル芽細胞に強い免疫陽性反応が
見られるようになった。１８日齢、退縮期
エナメル芽細胞では免疫陽性反応は減弱
し、最終的には退縮エナメル上皮の免疫反
応は消失した。またこの時期、歯根表面の
セメント芽細胞にも免疫陽性反応が見ら
れた。カルサイクリンはエナメル質の形成
のみならず、象牙質、セメント質の形成に
も関与することが示唆された。更に、基質
形成期前と、成熟期においては、発現様式
と発現強度が大きく異なることより、カル
サイクリンはエナメル芽細胞において、全
く異質の役割を果たしている可能性が示
唆された。前エナメル芽細胞では細胞の分
化に関与していると考えられるが、エナメ
ルフリーエリアに早期に強い陽性反応が
見られたことや、また、象牙芽細胞、セメ
ント芽細胞にも陽性反応が見られたこと
から、成熟期エナメル芽細胞に発現してい
るカルサイクリンはエナメル質の成熟と



は全く関連のない可能性も示唆された。

3. 歯牙発生過程におけるアクアポリン
１（AQP1）の発現とその存在意義
アクアポリンは植物から動物まで生物

界に広く分布する膜タンパクで、腎臓や汗腺
などの細胞の本来疎水性である細胞膜を介
する水の輸送に関与する。近年の研究では、
アクアポリンファミリータンパクは皮膚、脂
肪細胞などの液体輸送に関与するとは考え
られない細胞にまで発現していることが報
告され、単なる水輸送にとどまらないアクア
ポリンの水チャンネルとしての役割が注目
されている。特にアクアポリン１（AQP1）
に関しては、細胞の形態変化に伴う細胞内外
へのイオンの流れ、体積変化に伴う細胞膜を
介する水分子の移動に関与するという、細胞
変形にかかわる普遍的な役割が報告されて
いる。
細胞はその移動の際、細胞質突起を伸ばす

ことによって移動する。この細胞突起を伸ば
す際、細胞には急速な局所的体積変化が伴う。
細胞は本来疎水性の細胞膜を介して水やイ
オンの流入出によってこれに対応する。この
際、AQP1 は細胞表面に発現していると考え
られている。
歯牙発生では、上皮系、間葉系細胞による

基質分泌、その後の石灰化という特異な現象
を伴う。それに関与する細胞は、分化の途中
でさまざまな形態変化を経ることより、細胞
の形態変化、あるいは基質タンパク合成その
後の石灰化の過程で水分子が大きく関与する
ことは容易に想像がつく。本研究の目的は、
具体的にどの細胞成分に、いつ、どのような
パターンでAQP1が発現しているか詳細に解
析することによって、歯牙発生過程における
AQP１の役割をあきらかにしようするもの
である。

歯原性細胞の歯の発生における経時的
AQP1の発現は、胎生期には歯性上皮細胞、
間葉系細胞とも AQP1 の発現は見られな
かった、生後期になると生後０日より歯髄
細胞に陽性反応が観察されるようになっ
た。歯髄細胞での発現はその後継続した。
9 日齢、歯根の形成とともに歯根象牙質の
前象牙芽細胞に陽性反応が観察されるよ
うになった。12 日齢ではセメント質の形成
が観察されるが、この時期より歯根表面に
一層の AQP1 陽性細胞が出現しているの
が観察された。この陽性細胞はアルカリフ
ォスファターゼ、オステオポンチン陽性を
示しセメント芽細胞である可能性が示唆
された。歯槽骨では固有歯槽骨の形成が始
まる生後 18 日より歯槽骨上に AQP1 陽性
反応が観察され。この AQP1 陽性細胞はア
ルカリフォスファターゼにも陽性であっ
た。また、この細胞の歯槽骨硬組織形成能
を調べるためカルセインを投与すると、
AQP1陽性細胞直下で歯槽骨の石灰化が起
こっていることが観察された。また、
AQP1mRNA の発現も確認された。
以上のことから、特に固有歯槽骨形成に

関して。
• 歯小嚢ならびに歯根膜 AQP1 陽性細

胞は細網線維の産生に関与している
可能性が示唆された。

• AQP1陽性線維芽細胞は ALP陽性を
示しシャーピー線維の固有歯槽骨へ
の埋入およびその石灰化に関与して

いる可能性が示唆された。
• 固有歯槽骨（束状骨）の形成は AQP1

陽性細胞の出現とともに 18 齢頃か
ら始まり 21 齢頃ピークをむかえ、24
日齢頃に完成する。

AQP1 は歯根膜線維芽細胞の急激な形態
変化に関連して発現されるものと考えら
れる。

AQP1 の発現を表にまとめた図を示す。

胎生期 一週齢 二週齢 三週齢

歯乳頭
細胞

－

歯小嚢
細胞

－

エナメ
ル上皮
細胞

－ －

エナメ
ル芽細

胞
－ －

象牙芽
細胞

－ － － －

歯髄細
胞

－ －＋ ＋ ＋

前象牙
芽細胞

－ ＋ ＋ ＋

セメン
ト芽細

胞
＋ ＋

歯槽骨
細胞

＋ ＋
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