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研究成果の概要（和文）：　本研究は、歯の発生段階における役割の解明を目的とし、プロテオミクスを用いて
選定した3種類のタンパク質の時間的・空間的な発現パターンとその機能解析を試みた。
　胎生14、16日齢のマウス臼歯歯胚タンパク質を上皮と間葉組織に分けて回収し、質量解析を行い、その結果を
解析した結果から、ATP5B、RACK1、およびCALRの3種類のタンパク質を選定した。さらに、選定したタンパク質
を、免疫組織学的手法を用いて解析した。
　免疫組織学的解析を行った結果、3種類のタンパク質は、エナメル質の発育段階に応じて各々のタンパク質が
特異的なパターンで発現を認めた。

研究成果の概要（英文）： Using a proteomic approach, this study comprehensively analyzed protein 
expression in epithelial and mesenchymal tissues of the tooth germ during development.
 First molar tooth germs from embryonic day 14 and 16 ICR mouse embryos were collected and separated
 into epithelial and mesenchymal tissues by laser microdissection. Mass spectrometry of the 
resulting proteins was carried out and three types of highly expressed proteins [ATP5B, RACK1, and 
CALR] were selected for immunohistochemical analysis.
 The expression profiles of these proteins were subsequently evaluated during all stages of 
amelogenesis using the continuously growing incisors of 3-week-old male ICR mice. Interestingly, 
these three proteins were specifically expressed depending on the stage of amelogenesis.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： プロテオミクス　歯の発生　マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、３種類のタンパク質のエナメル質形成過程における局在の違いを確認できたことから、今後さ
らにより詳細な機能解析へと繋げられる点に大きな学術的意義がある。
　また、本研究の成果は種々の因子に起因する歯の先天欠如や過剰歯、エナメル質形成不全症を含む形態異常歯
など、小児歯科臨床上問題となっている歯の発生・発育異常の発症メカニズムの解明に繋がることから、将来歯
に障害がある小児の治療に大きく貢献でき、社会的意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯の発生過程で、Bone morphogenetic protein（BMP）、Fibroblast growth factor（FGF）、 

Sonic hedgehog（Shh）、Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site family
（Wnt）などの様々な因子が関与することが知られていた（Thesleff, 2003; Thesleff et al. 1999; 
Vanio et al. 1993）。これらの因子が引き起こす上皮間葉相互作用により、間葉組織にも BMP、
Muscle segment homeobox、Paired 5 box gene など、様々な転写因子が発現し、歯胚形成が進
む（Mina, 2001; Tucker et al. 1998&1999）。これらの報告から、歯の再生・再構築には上皮間
葉相互作用が極めて重要であることが判ってきた。しかし、これらの報告は遺伝子レベルでの研
究がほとんどで、タンパク質レベルにおいては免疫組織化学的手法に頼る部分が大きく、未知な
部分が極めて多く残されており、これらの点を解明することが喫緊の課題であった。 
研究代表者はこれまでに、マウスの下顎臼歯部における第二臼歯の発生過程において、Wnt シ

グナルの伝達機構（そのなかでも最もよく知られている β-カテニン経路）の影響と、Wnt シグ
ナルに関与することが知られている主要な遺伝子群 （Fibroblast growth factor 10, Lymphoid 
enhancer-binding factor 1, Sox2, Axin2 など）の機能解析を行い、マウス臼歯歯胚の間葉組織
における過剰な Wnt シグナルは第二臼歯の発生を阻害することを遺伝子レベルで確認した
（Shimomura-Kuroki et al. Development, 2018）。しかし、Wnt から始まる歯の発生に関与す
るタンパク質については、未だにその詳細は明らかになっていない。そこで、研究代表者は、Wnt
シグナル下流で最も重要な役割を担うタンパク質は何か、どのような役割で働き、発生のどの段
階で発現するのかという疑問を持った。この学術的な「問い」の突破口に、研究代表者は今回プ
ロテオミクスを用いた歯の発生過程に関わるタンパク質の網羅的・定量的解析を行うことを計
画した。この解析で得られたデータから標的タンパク質を決定し、さらにパスウェイ解析（分子
間相互作用の解析）および細胞内局在や動態を調べることによりその役割を明らかにしたい、と
いうのが研究開始当初の背景である。 

 
 

２．研究の目的 
歯の発生に関わる研究は、その研究対象がパラクリンシグナル分子ファミリーなど、極めて小

さいために、現在まで遺伝子レベルでの解析が行われているものの、タンパク質レベルではほと
んど行われていない。研究代表者がこれまでに行ってきた研究結果から、歯の発生過程において
は、上皮間葉間におけるタンパク質と他タンパク質との相互作用が重要な機構であり、細胞間相
互作用などの現象を解明するためには、遺伝子発現だけでなく、時空間的なこれらのタンパク質
の発現を捉えることが極めて重要であると考えている。そのためには最も重要なタンパク質の
同定とその発現時期並びに細胞内局在や動態を含む時空的な役割の解明が必要不可欠である。
この様な点で、本研究は極めて学術的で独自性の高いものである。 
本研究の目的は、歯の発生機序を知るために、発生過程における上皮間葉間相互作用機構をタ

ンパク質レベルで解明することである。本研究分野におけるタンパク質の動態については、未解
明な部分が多いが、近年、タンパク質の発現を網羅的・定量的に検索できるプロテオミクスを用
いた新たな展開が可能になってきた。研究代表者は、その分野の研究者との共同研究が可能とな
ったことから、プロテオミクス技術と解剖学的・生化学的手法とを組合せて標的タンパク質を検
索・解析することを計画した。 
 
 
３．研究の方法 
胎生 14（帽状期）、16（鐘状期）日齢のマウス頭部を浸漬固定し、脱水・パラフィン包埋後、

10µm厚の切片をレーザーマイクロダイセクション（LMD）用の特殊なメンブレンスライド上に張
り付けた（n=5）。その後、LMD を用いて、各日齢数の臼歯歯胚タンパク質を上皮組織と間葉組織
に分けて回収した。回収した各タンパク質を精製した後、質量解析を行い、その結果を解析した
結果から、ATP synthase subunit beta (ATP5B)、Receptor for activated C-kinase 1 (RACK1)、
および Calreticulin (CALR) の 3種類のタンパク質を選定した〈図 1〉。さらに、選定したタン
パク質の発現解析を、免疫組織学的手法を用いて行った。免疫組織学的解析には、胎生 12、14、
および 16日齢マウス臼歯歯胚、ならびに 3週齢マウス上顎切歯を用いた。 
なお、本研究は日本歯科大学新潟生命歯学部動物実験倫理委員会の承認を得て行った（承認番

号：206）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
＜図 1＞タンパク質最大発現量から 1/40 レベル（a）および a の最小発現量タンパク質以下 
      50 位まで（b）で選択 されたタンパク質の Heat map  
組織特異的な発現パターンと、その発現量から、ATP5B（P56480）、RACK1（P68040）、および CALR（P14211）
の 3つのタンパク質を選択した。 
E14-epi、胎生 14日上皮;  E14-me、胎生 14日間葉;  E16-epi、胎生 16日上皮;  E16-me、胎生 16日
間葉。 
 
 
４．研究成果 
3 種類のタンパク質各々に特異的な抗体を用いて免疫組織学的解析を行った結果、胎生 12、

14、および 16 日齢マウス臼歯歯胚において、3 種類のタンパク質各々異なる発現パターンを示
した〈図 2、3〉。また、生後 3週齢マウス上顎切歯においては、エナメル質の形成段階に応じて
各々のタンパク質が特異的なパターンで発現を認めた〈図 4、5〉。  
 RACK1 は、歯の発生段階初期の増殖期および分化期で歯胚上皮および間葉組織で高度に発現
を認めたが、ATP5B および CALR は、共に歯の発生段階初期のエナメル器で発現が弱かった反面、
成熟期に強い発現を認めたが、齧歯類切歯に特有な鉄の沈着期では 2 つのタンパク質各々で異
なる発現パターンを示した。 

 
＜図 2＞胎生 12、14、および 16 日齢マウス下顎第 1臼歯の H＆E染色・ATP5B 免疫染色所見 
歯堤（a、b）、帽状期歯胚（c、d）、および鐘状期歯胚（e、f）が観察された。b、 d、および fは、それぞ
れ a、c、および eの枠線内領域の高倍率像を示す。 h、j、および lは、それぞれ g、i、および kの枠線
内領域の高倍率像を示す。歯堤およびcervical loopの上皮ならびにその下に存在する間葉細胞では、ATP5B
弱陽性反応を、また骨基質を囲む一部の間葉細胞では ATP5B 強免疫陽性反応を示した。 



DP、歯乳頭;  EO、エナメル器;  T、舌。 
Scale bar：500µm（a、c、e）、100µm（f、k）、50µm（b、d、g、i）、25µm（h、j、l）。 
 

 
＜図 3＞胎生 12、14、および 16 日齢マウス下顎第 1臼歯の RACK1・CALR 免疫染色所見 
b、c、e、f、h、および iは、それぞれ a、b、d、e、g、および hの枠線内領域の高倍率像を示す。RACK1 は、
胎生 12日齢（a）の神経組織（矢印）、脳、筋肉、皮膚、口腔上皮、および歯胚で強発現を認めた。同発現
パターンは胎生 14 日齢（d）でも認められたが、胎生 16 日齢（g）では免疫反応が弱くなった。歯の発生
過程が進むにつれ、RACK1 は歯胚上皮および間葉組織に局在化していった。鐘状期では、内・外エナメル上
皮、歯乳頭、および骨基質を取り囲む間葉細胞において強い免疫反応を認めた。 
k、m、および oは、それぞれ j、l、および nの枠線内領域の高倍率像を示す。歯堤および cervical loop
の上皮およびその下に存在する間葉組織では、CALR 弱陽性反応を示したが、特定の間葉細胞で強い免疫反
応が観察された。 
DP、歯乳頭; EO、エナメル器; T、舌。 
Scale bar：500 µm（a、d、g）、100 µm（h、i、n）、50 µm（b、e、j）、25 µm（c、f、i、k、m、o）。 
 

＜図 4＞3週齢マウス上顎切歯の H&E 染色・ATP5B 免疫染色所見  



上顎切歯の形成端側（a）と切縁側（b）の全体像を示す。c-i は a と b の枠線内領域の高倍率像を示す。 
エナメル質形成を、増殖期（c）、分化期（d）、分泌期（e）、移行期（f）、RA（g）と SA（h）を含む成熟期、
色素沈着期（i）に分けて示す。 Apical bud では ATP5B 弱陽性反応（j、k：矢印）が認められたが、歯乳
頭では陽性反応を認めなかった。 分泌期エナメル芽細胞の近心側には弱陽性反応を認めた(l)。移行期に
は強い免疫反応を示し（m）、その後 RA と SA を除く乳頭層で強陽性反応を示した（n、o）。 沈着期では、
エナメル芽細胞やエナメル器の細胞に強い免疫反応が認められた（p）。  
AB、エナメル芽細胞; ApB、apical bud; D、象牙質; DP、歯乳頭; DF、歯小嚢; E、エナメル基質; IEE、
内エナメル上皮; OB、象牙芽細胞; PAB、前エナメル芽細胞; PL、乳頭層; SI、中間層。 
Scale bar：500µm（a、b）、100µm（j）、50µm（c-e、k、l），25µm（f-i、m-p）。 

＜図 5＞3週齢マウス上顎切歯の RACK1・CALR 免疫染色所見  

Apical bud の舌側、内エナメル上皮、星状網細胞、および歯乳頭周囲組織では RACK1 強陽性反応を示し、
前象牙芽細胞の唇側、外エナメル上皮、骨周囲間葉細胞（矢印）では弱陽性反応が認められた（a）。前エナ
メル芽細胞、中間層細胞、象牙芽細胞、および象牙芽細胞下層では強陽性反応が認められた（b）。分泌期エ
ナメル芽細胞と象牙芽細胞等の間葉細胞では反応が弱かったが、中間層では強陽性を示した（c）。エナメ
ル芽細胞を含むエナメル器では移行期および成熟期で弱陽性反応を示した（d-f）。沈着期では、エナメル
芽細胞で強免疫反応を認めた（g）。歯乳頭、耳下腺、骨周囲間葉細胞（h、矢印）、さらに前エナメル芽細
胞、エナメル器の細胞、象牙芽細胞等（i）で、CALR 陽性反応を示した。エナメル器、エナメル芽細胞、お
よび象牙芽細胞は、分泌期、移行期、および成熟期において強い免疫反応を示した（j-m）。色素沈着期にお
いて、エナメル器の免疫反応は低下した（n）。  
AB、エナメル芽細胞; ApB、apical bud; DP、歯乳頭; DF、歯小嚢; OB、象牙芽細胞; PAB、前エナメ
ル芽細胞 
 
以上の結果から、RACK1 は、幹細胞ニッチを維持し、増殖細胞と分化細胞を提供する上で重要

な役割を果たす可能性が示唆された。  
 これに対し、ATP5B と CALR は、歯胚におけるミネラル輸送と有機物の除去、さらに CALR は
鉄の沈着にも関与している可能性が示された。 
 
本研究の成果は、主に Odontology https://doi.org/10.1007/s10266-023-00790-4 において

国民に広く公開されている。 
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