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研究成果の概要（和文）：In situ hybridization法を用いた遺伝子解析において、脳、腎臓、眼、骨関連組織などの
組織にもアメロジェニン遺伝子の発現が認められることが確認された。これら組織におけるアメロジェニン遺伝子発現
は、切歯のエナメル芽細胞における遺伝子発現量に比べて顕著に微量であることが確認された。またそれら組織におけ
るアメロジェニン遺伝子の発現量は胎生初期よりも胎生末期に強くなる傾向が確認された。

研究成果の概要（英文）：According to the results of in situ hybridization, amelogenin gene expression was 
observed several non tooth related tissue such as brain, kidney, eye and bone related tissues.
The amelogenin gene expression in these tissues, were a significant small amount of gene expression compar
ed with gene expression in ameloblast of incisor. The tendency of the expression level of the amelogenin g
ene in the tissue they become strong in the late gestation than early fetal period has been confirmed.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アメロジェニンは歯組織の構成タンパ

ク質であるエナメル質の主用タンパク質

であるが、近年それ以外の領域にその存

在が報告されている。2006 には Li Y ら

（Eur J Oral Sci, p190-193）は 生後

10 日齢マウスの 脳、眼、頭蓋骨、皮膚、

（長骨、肝臓、腎臓、心臓）に LLARP ア

メロジェニン相当のアメロジェニン遺伝

子の発現を報告、Deutsch D ら（Eur J Oral 

Sci,p183-189）も生後 5～6週齢のラット

の脳に M194 、M180 アメロジェニン遺伝

子の発現 を報告している。2009 年には

Sato Y ら（Leg Med, p455-457）がヒト

心臓大動脈組織にアメロジェニン遺伝子

の発現 を報告している。我々も、生後 8

週齢のマウスの脳、心臓、肺、胃など幾

つかの歯組織とは関係のない軟組織中に

アメロジェニンの存在を PCR 法にて確認

している。しかしそれらの組織における

働きについては未だ明確にされていない。

これまでの幾つかの報告で様々な組織で

アメロジェニンの発現が報告されている

が、我々の研究を含め、すべて PCR 法に

よる確認であり組織切片上では確認はな

されていない。アメロジェニン遺伝子を

発現している組織の分布が判ればその機

能的働きも推察できる可能性が高い。 

我々のこれまでの 200bp 前後のサイズに

増幅したアメロジェニン遺伝子で in 

situ PCR 法を試みているが明確な遺伝子

発現像を得ることが出来ていない。その

理由としてはパラフィン切片作製過程に

おける RNA の断片化により、施行してい

る PCR の長さより RNA が短く断片化され

てしまい、遺伝子の増幅が出来ないもの

と思われる。また微細に発現が認められ

た資料においても、加熱反応処理中にパ

ラフィンがスライドグラスからはがれて

しまい、各組織においてアメロジェニン

の遺伝子を詳細に確認することが困難な

状況である。 

従って、パラフィン包埋処理中の RNA 分

解を極力軽減して、in situ PCR 法では

なく、用いて in situ hybridization 法

にて発現を確認する方が、正しい結果を

得られるものと結論づけた。 

また、ここ数年アメロジェニンに新たに

追加のエクソン（エクソン 8．9）が有る

可能性が報告された。 

 

２．研究の目的 

PCR にてアメロジェニン遺伝子の増幅が

可能な幾つかのサイズのプライマーを作

成し、そのプライマーにて増幅された遺

伝子を用いて in situ hybridization 法

に使用するアメロジェニンプローブを作

製して、in situ hybridization 法にて

アメロジェニン遺伝子発現の有無および

発現状態を組織切片から確認することで、

体の中の様々な組織に対してアメロジェ

ニンの遺伝子やタンパク質がどのように

働きかけるのかを推測することを目的と

した。その際、発育時期の違いによりア

メロジェニン遺伝子発現に差異が生じる

かを検討した。 



また、プローブが含まれるエクソンの 

サイズ、領域の違いにより遺伝子発現の

程度、組織間の発現分布の違いが生じる

のかも検討することも目的とした。 

 
３．研究の方法 

PCR から得られた遺伝子から幾つかのサ

イズのアメロジェニン遺伝子に対するプ

ローブを作成した。アメロジェニン遺伝子

のエクソンの違いから、（１）エクソン 1

－7間のプローブ、（２）エクソン 1－9間

のプローブ、（３）エクソン 8、9のみを含

むプローブの 3 種類の長さの違うプロー

ブを作成した。また本研究には胎生 10.5

日齢、14.5 日齢、18，5日齢の異なる日齢

のマウスを使用した。屠殺後各マウスは可

能な限り RNA が分解しないように細心の

注意をはらいながらパラフィン切片を作

成した。 

その後上記した 3 種類のアメロジェニン

プローブを使用してそれぞれの組織切片

上にて in situ hybridization 法を施行し、

各組織の遺伝子発現の有無を光学顕微鏡

にて観察した。 

 

４．研究成果 

 胎生 10.5 日齢、14.5 日齢、18.5 日齢の

全ての時期において、エクソン 8、9 から

なるプローブでは遺伝子発現が認められ

なかった。この結果の意味することは、遺

伝子発現の陽性反応が各組織になかった

わけではなく、この両領域間では遺伝子の

長さが短すぎる（200bp 未満）のため、in 

situ hybridization 法では検出できなか

ったものと思われ、のではないと推測され

る。 

他の 2 種類のプローブにおいては若干の

発現パターンの違いが見られたものの、殆

ど同程度の遺伝子発現が確認された。 

胎生 10.5 日齢においては、中脳、肺、肝

臓、神経節に遺伝子発現が認められたが、

その発現程度は微細であった。エクソン 1

－7 とエクソン 1－9 との 2 種類のプロー

ブでは発現分布に差異は認められなかっ

たが、発現量はエクソン 1－9 を含むプロ

ーブの方が強い傾向を示した。 

胎生 14，5日齢になると、遺伝子の陽性反

応は胎生 10.5 日齢より明確に示す様にな

った。舌、腎臓、膵臓、脾臓、神経節、骨

組織にもアメロジェニンの遺伝子反応が

認められるようになった。しかし肝臓では

遺伝子発現は殆ど認められなかった。 

エクソン1－7のプローブとエクソン1－9

のプローブの違いにより、遺伝子発現の分

布に違いは認められなかったが、肺におい

てはエクソン 1－7 の方が、神経節と骨組

織においてはエクソン 1－9 プローブの方

が強く遺伝子発現が観察された。 

胎生末期である、胎生 18.5 日齢では、脳、

神経節、骨組織、鼻腔、皮膚、胸腺、腸管、

肺、心臓、精巣、卵巣に明確なアメロジェ

ニン遺伝子発現が認められた。舌には遺伝

子発現は認められず、肝臓、膵臓、眼には

微細な発現が観察された。エクソン 1－7

のプローブとエクソン 1－9 のプローブの

違いでは、エクソン 1－7 のプローブの方

が、腎臓、胸腺、肝臓、皮膚における遺伝

子発現は強く示された。一方 

眼、脳、鼻腔では、エクソン 1－9 プロー

ブを使用した方が、遺伝子反応が強く観察

された。 



これらの結果より、アメロジェニンが歯組

織以外の様々な軟組織に存在することが、

組織切片上でも確認された。またその発現

が胎生初期より末期に明確に認められる

ことから、アメロジェニンはそれら組織の

発生に関与するのではなく、機能の恒常維

持に関与している可能性が示唆された。ま

た、新たに発見されたエクソン 8、9 を含

むプローブと従来のエクソン 7 までのプ

ローブにおいて殆どの組織で明確な遺伝

子発現に差が認めらえなかったが、幾つか

の組織でアメロジェニン遺伝子発現の程

度に違いが認められたことから、エクソン

8、9 の存在は幾つかの組織に対して独自

の働きを有する可能性も考えられるが、後

さらなる検討が必要になるものと思われ

る。 
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