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1．要 旨 

 

アメロゲニンは、エナメル芽細胞により分泌されるエナメルタンパクの一つで、その

遺伝子変異はエナメル質形成不全を引き起こすことが知られている。Grp78、LAMP-1 お

よび LAMP-3 はアメロゲニンに結合するタンパクであり、近年これらの結合タンパクは、

正常または異常な状態におけるエナメル芽細胞の細胞動態に関与することが報告されてい

る。そこで本研究の目的は、アメロゲニン点変異マウスを用いて、エナメル芽細胞の各分

化段階におけるこれらのアメロゲニン結合タンパクの局在とエナメル質形成との関連を検

討することにある。肉眼的所見により点変異マウスの切歯は白濁を呈し、粗造な歯面が走

査型電子顕微鏡の観察で認められた。切歯における連続的なエナメル芽細胞の細胞分化段

階において、10 週齢の点変異マウスの移行期エナメル芽細胞の配列は野生型マウスに比べ

て不規則であった。Grp78、LAMP-1 および LAMP-3 抗体を用いた免疫組織学的検索の結

果、野生型マウスでは移行期エナメル芽細胞の遠位細胞質に陽性反応を認めたのに対し

て、点変異マウスでは細胞質全体に陽性反応を認めた。アメロゲニンは野生型マウスの移

行期エナメル芽細胞にはほとんど陽性反応はみられなかったが、点変異マウスでは細胞質

全体にみられた。また、Caspase 3 および Caspase 9 は、野生型では移行期エナメル芽細

胞に陽性反応を認めなかったのに対し、点変異マウスでは陽性反応を認めた。アポトーシ

スを引き起こすような小胞体ストレスで Grp78 の発現が上昇すること、LAMP-1 および

LAMP-3 はアメロゲニンの細胞内輸送または、細胞内取り込みに関与することが報告され

ている。以上のことからアメロゲニン遺伝子の点変異は、変異アメロゲニンタンパクの細

胞内輸送または細胞内取り込みの異常により小胞体ストレスが移行期エナメル芽細胞で引

き起こされ、その結果、エナメル芽細胞のアポトーシスが誘導されてエナメル芽細胞の連

続的分化配列に乱れを生じることで、エナメル質形成不全となる可能性が考えられた。 
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2．緒 言 

 

２−１．歯の発生 

ヒトにおける歯の発生は胎生 6 週ごろから始まるが、乳歯の萌出は出生後であるこ

と、また乳歯から永久歯に歯の交換が一度行われる二生歯性であることから、歯の発生過

程は胎生期から生後まで長期にわたる。歯の発生過程において歯の原基となる組織を歯胚

という。歯胚はその形態分化と組織分化段階により大きく 4 つに分けられ、それぞれ形成

期、蕾状期、帽状期、および鐘状期とよばれる。これらの 4 つの段階は連続的に変化す

る。胎生 6 週ごろに上皮は肥厚し歯堤を形成し、歯堤の一部分が肥厚、増殖することによ

り歯蕾を形成する。この時期は蕾状期とよばれ、さらに歯蕾周囲に間葉細胞が凝集し蕾状

期歯胚となる。歯蕾はさらに増殖分化によって、帽子状または杯状のエナメル器となり、

また凝集した間葉細胞はエナメル器内側に包まれ凝集した間葉細胞の歯乳頭、さらにこれ

らを歯小嚢が包み込む。この時期を帽状期という。エナメル器を構成するのは、帽子状の

エナメル器の外側に位置する外エナメル上皮、歯乳頭と接する内エナメル上皮、そして内

外エナメル上皮の間に位置する星状網である。歯胚は、外胚葉由来の歯原性上皮から生じ

るエナメル器、間葉細胞が凝集して生じる歯乳頭、およびこれらを包む間葉性の歯小嚢か

ら構成される。歯乳頭および歯小嚢の間葉細胞は頭部神経堤細胞に由来する外胚葉性間葉

細胞である。エナメル器からエナメル芽細胞（ameloblast）が分化しエナメル質を、歯乳

頭から象牙芽細胞が分化し象牙質を、さらに歯小嚢からセメント芽細胞、歯根膜線維芽細

胞、および骨芽細胞が分化し、それぞれセメント質、歯根膜、および歯槽骨の一部を形成

する 1)。 

 

２−２．エナメル芽細胞 

帽状期歯胚のエナメル器では内外エナメル上皮の移行部が増殖進展するためにエナメ

ル器の陥凹が深くなるとともに歯胚が大きくなる結果、釣り鐘状の形態を呈するようにな

る。この時期を鐘状期と呼ぶ。鐘状期後期において内エナメル上皮からエナメル質を形成

するエナメル芽細胞が分化する。エナメル芽細胞に分化する前の内エナメル上皮は立方形

の形態を示し、細胞核は細胞質の中央にみられる。鐘状期のエナメル器は歯乳頭側より内

エナメル上皮、中間層、星状網、外エナメル上皮から構成されるが、エナメル芽細胞のゴ

ルジ装置が遠位細胞質に認められるとされ、その他の細胞小器官であるリボソーム、粗面

小胞体、ライソゾーム等はごくわずかしか存在しない。エナメル芽細胞、および象牙芽細

胞によるエナメル質形成および象牙質形成、さらにこれらの細胞分化は内エナメル上皮お

よび歯乳頭間葉細胞の相互作用、すなわち上皮間葉相互作用により行われる。エナメル芽

細胞の分化過程はエナメル質の形成過程により、内エナメル上皮（inner enamel 

epithelium）期、前エナメル芽細胞（preameloblast）期（分化期）、基質形成期（分泌期、
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secretory stage）、移行期（transition stage）、成熟期（maturation stage）、退縮期（post 

maturation stage）にわけられる（図 1）。前エナメル芽細胞は細胞の背が高くなり、基底

細胞膜に複数の陥入が認められ、基底膜の断裂が始まる（図 1）。また核は近位側（中間層

側）に移動し、基底面側の細胞質、すなわち遠位細胞質では小胞体、ミトコンドリア、お

よびゴルジ装置が多く配置される（図 1）。基質形成期では細胞の背がさらに高くなり、高

円柱状の細胞外形を呈するようになる（図 1）。分泌面には形成面と滑走面からなるトーム

ス突起が出現し、明らかなエナメル基質の沈着が認められる。また核は細胞の近位部に位

置し、遠位細胞質において複数のゴルジ装置、その周囲に粗面小胞体がみられる。さらに

細胞質全体にはリボソームが散在する。エナメル基質形成が終了に近づくとトームス突起

の消失による細胞形態の変化、およびいくつかのエナメル芽細胞のアポトーシスがおこる

図 1 

図１．マウス下顎骨および下顎切歯のエナメル芽細胞分化過程 

本研究は野生型および点変異マウス下顎切歯におけるエナメル芽細胞を研究対

象とした。下顎臼歯(M1-M3)の下方の下顎骨内に形成中の下顎切歯(I)が存在

し、下顎切歯に接して各細胞分化段階のエナメル芽細胞が認められる。エナメ

ル芽細胞の細胞核(緋色)は細胞分化とともに近位側に移動する。またミトコン

ドリア(緑色)およびゴルジ体(青色)の細胞内局在も変化する。 

Bartlett JD. ISRN Dent. 2013: 684607, 2013.より改変 
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移行期となる（図 1）。成熟期は有機性基質が減少しエナメル質が高度に石灰化する時期で

あるが、エナメル芽細胞は２つの細胞型、すなわち 波状縁のある ruffle-ended ameloblast 

(RA)、および波状縁のない smooth-ended ameloblast (SA)が周期的に交互に出現する（図

1）。退縮期ではエナメル芽細胞の高さが急激に減少し、退縮エナメル上皮となる（図 1）。

退縮エナメル上皮は歯の萌出までエナメル質の表層に残り縮合エナメル上皮ともよばれ

る。さらに歯の萌出後、歯頸部に残った退縮エナメル上皮は接合上皮になる 3)。 

 

２−３．エナメル質 

ヒトにみられる硬組織には、エナメル質、象牙質、セメント質、および骨の４つがあ

るが、エナメル質は他の硬組織と比較して高度に石灰化された組織である。基質形成期の

エナメル芽細胞はこれらのエナメルタンパクを産生分泌し、成熟期において分解および脱

却されると同時にエナメル質の石灰化度が急激に上昇する。したがって、エナメル質の形

成過程は基質形成と結晶化が進行する成熟期の 2 段階に分けられる。これらの形成過程は

歯の萌出前に行われるため、萌出した歯のエナメル質は無機質含有率が 95-97％である高

度に石灰化された組織であるとともに、有機性基質は 0.7-1.0％である２)。エナメル芽細胞

が分泌するエナメルタンパクは アメロゲニン（Amelogenin）、アメロブラスチン

（Ameloblastin）、エナメリン（Enamelin）、別名,タフテリン（Tufftelin）、が知られてき

た３)。また odonotogenic ameloblast-associated protein（ODAM）４）、アメロチン

（amelotin）５)がエナメルタンパクとして報告されている。アメロゲニンは脊椎動物の種

を越えて高度に保存された遺伝子であり、エナメルタンパクの中で最も豊富にみられ、エ

ナメル質形成に重要な役割を果たす３)。ヒトにおいて、アメロゲニン遺伝子は X 染色体

（Amelx）および Y 染色体（Amely）の両方に存在するが、それぞれの染色体から転写さ

れる mRNA 量は X 染色体と Y 染色体では異なり、ヒト男性アメロゲニンの mRNA 量の約

90％は X 染色体からであるとされている６)。マウスにおいてアメロゲニン遺伝子は１つの

X 染色体のみから転写され、Y 染色体にはみられない７)。マウスアメロゲニン遺伝子発現

制御に関わる転写因子はこれまでいくつか報告があり、Msx２８)、C/EBP９)、NF-Y1０)、

C/EBP)、Dlx212)、Dlx2 and FoxJ113)、Oct-114)、Pitx215)、Clock genes16)、Nr1d117)、

Rux2 and Dlx317)、Tbx118)がある。Amelx 遺伝子は 7 つのエクソンから構成されるが、ヒ

トおよびげっ歯類においてエクソン８および９の存在が報告されている 19)（図 2(a)）。す

べてのエクソンより翻訳されるのはマウス 194 アミノ酸（mouse 194 amino acid 

amelogenin）、すなわち M194（full-length amelogenin）であるが、マウス Amelx から選

択的スプライシングにより 16 種類の mRNA が知られており、多くみられるのがマウス

180 アミノ酸に翻訳される M180、およびマウス 59 アミノ酸、すなわち M59（leucine-

rich amelogenin protein（LRAP））である 20)(図 2(b))。これらのスプライシングアイソフ

ォームの役割は不明であるが、アメロゲニンノックアウトマウスの解析からエナメル質の

厚み、および結晶構造形成において M180 と LRAP が相互作用する可能性が報告されてい
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(b) 

図 2 

(a) 

Gasse B and Sire JY. Evodevo. 6: 29, 2015. より改変 

Bartlett JD, et al. J Dent Res. 85: 894-899, 2006. より改変 

図２．マウスのアメロゲニン遺伝子の構造およびスプライシングアイソフォーム 

（a）マウスアメロゲニン遺伝子の構造の模式図。エクソンはボックス、イ

ントロンは直線で示す。またエクソンのコーディング領域を緑色で、ノン

コーディング領域を白色で示す。黄緑色はシグナルペプチドである。エク

ソン６は a、b、c、d の４つの領域が含まれ、スプライシングアイソフォー

ムによりコーディング領域が異なる 22）。下段に野生型および点変異マウス

の DNA 塩基配列の一部を示す。DNA 塩基配列はエクソン 5、エクソン５

と６の間のイントロン、およびエクソン 6a の、それぞれの一部を示す。 

＊(赤)は本研究で使用したマウスの Exon 6a における点変異部位（T→C）

を示す 60)。(b)マウスアメロゲニンのスプライシングアイソフォームの種類

およびアミノ酸残基の数。マウスアメロゲニンのスプライシングアイソフ

ォームはそれぞれ異なる領域からコードされる 23）。（マウス DNA 塩基配

列:NCBI Reference Sequence: NC_000086.7 マウスアメロゲニンのエキソ

ンは、Veis A. Cell Mol Life Sci. 60: 38-55, 2003.を参考にした。） 
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る 21）。前述のように成熟期においてエナメルタンパクが分解脱却されることにより急激に

石灰化されるが、アメロゲニンはマトリックスメタロプロテアーゼ 20（matrix metallo-

proteinase 20, MMP20）、エナメライシン（enamelysin）および カリクライン 4

（kallikrein 4）により分解される。 MMP20 は基質形成期および成熟期初期において、ま

たカリクライン 4 は移行期より成熟期においてエナメル芽細胞より分泌されアメロゲニン

を分解し、調和のとれたエナメル質形成にアメロゲニンとともに重要な役割を果たす 24)。

これらのアメロゲニン分解酵素によりアメロゲニンは断片化されるが、その分解物の一つ

に 45 アミノ酸のチロシンリッチアメロゲニンペプチド（tyrosine-rich amelogenin peptide, 

TRAP）がある 25)。本研究にて用いたアメロゲニン遺伝子点変異マウスは、M180 の分解

産物である TRAP の tri-tyrosyl motif 相当遺伝子配列の C 末端に存在する 249 塩基部位の

チミンがシトシンに点変異し、この点変異により、アミノ酸はチロシンがヒスチジンに変

化している。過去の報告で、この点変異により TRAP の分解速度が落ちることが報告され

ている 26)。高度に石灰化されたエナメル質では、これらの断片化されたアメロゲニンがほ

とんど消失しているが、その機能および生理的意義については不明な点が多い 27)。 

 

２−４．エナメル質形成不全症 

エナメル質形成不全症は異なる遺伝子により全顎的または一部の歯におけるエナメル

質形成に異常が起こる疾患である。その表現型は複合型など多様にわたるが、影響を受け

るエナメル質の質と量に基づいて大きく 3 つに分けることができる 28)。すなわち低形成

（hypoplastic）型、低成熟（hypomaturation）型、および低石灰化（hypocalcified）型で

ある。低形成型はエナメル質の石灰化が正常型と概ね同程度であるが、その厚みが薄く、

重症型ではエナメル質が消失している場合がある。低形成型は基質形成期における何らか

の異常により引き起こされる形成不全である 28)。低成熟型はエナメル質の厚みは正常であ

るが、エナメルプロテインの分解脱却が不十分であることにより引き起こされ、石灰化が

弱く、臨床的にはエックス線不透過性および歯の着色がみられることが特徴である 28)。低

石灰化型は低成熟型と合わせて低無機化（hypomineralized）型に分類されることもある

が、低石灰化型はカルシウムイオン（Ca2＋）の供給が不十分なために引き起こされる 28)。

エナメル質形成不全症を引き起こす原因遺伝子はエナメルタンパク遺伝子から見出され、

アメロゲニン、アメロブラスチン、およびエナメリンが、またエナメルタンパク分解酵素

である MMP20 およびカリクライン 4、転写因子の Dlx3 が報告されている 29)。また、ヒ

トにおいてアメロゲニンの点変異によりエナメル質形成不全症を発症する症例が報告され

ており 30)-32)、M180 および TRAP に点変異を持つマウスにおいてエナメル質形成不全を

示すことが報告されている 33),34)。エナメル質形成不全症の発症率は 8000 人から 14000 人

に 1 人で、重症例では疼痛により摂食困難な例もあり、また審美的問題から患者の社会生

活においても影響を与える 28)。またフッ素症など環境要因によるエナメル質形成不全が知

られており、遺伝性エナメル質形成不全症との鑑別が重要である 28)とともに、遺伝子点変
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異による機序解明が必要であると考えられる。 

 

２−５．アメロゲニン結合タンパク 

  アメロゲニンは最も豊富にみられるエナメルタンパクであり、カルシウム結合および

タンパク間相互作用の結果、ナノ粒子（nanospheres）形成を促進しハイドロキシアパタ

イトの結晶成長を促進することによりエナメル質形成に重要な役割を果たす 35), 36)。近年、

アメロゲニンが上皮由来のエナメル芽細胞のみならず、間葉由来細胞に発現し 37)-41)、間葉

由来細胞の細胞動態に与える影響についての報告がなされている 42)-48)。しかし、アメロゲ

ニンが細胞膜表面のどの分子と結合し、どのようなシグナル伝達経路により細胞機能が誘

導されるのかは不明な点が多い 49)。2005 年に Wang らは Lysosome-associated membrane 

protein 3 (LAMP-3, CD63)50)が、2006 年に Tompkins らは lysosome-associated 

membrane protein 1 (LAMP-1)51)が細胞膜表面に発現しアメロゲニンと結合することを見

出し、その後、これらが細胞動態に影響を与えることを報告している 52), 53)。LAMP-1 は

エンドソームおよびリソソーム、細胞膜に発現がみられる。特に細胞膜表面の LAMP-1 は

リソソーム輸送に関わる可能性があることより、エンドサイトーシス、ピノサイトーシ

ス、およびファゴサイトーシスに重要な役割を果たすと考えられている 54), 55)。LAMP-3

はテトラスパニンファミリーの一つで 4 回貫通型細胞膜タンパクであり、さまざまな細胞

動態に関与する。また LAMP-1 と同様に、細胞膜表面だけではなく、エンドソーム、リソ

ソーム、および分泌小胞にもみられ、細胞内取り込みに関与すると考えられている 55), 56)。

ヒトの内エナメル上皮では細胞膜表面の LAMP-1 が LRAP と結合しエナメル上皮細胞の

分化促進に関与することが報告されている 57)。またラットのエナメル芽細胞様細胞株では

LAMP-1 が LRAP の特異的受容体として、LAMP-3 が M180 の細胞内取り込みに関与す

る可能性が報告されている 58)。しかしながら、これらのアメロゲニン結合タンパクがエナ

メル芽細胞の細胞動態に与える影響の詳細は不明である。 

 近年、full-length amelogenin を用いて、骨芽細胞の細胞質分画および細胞膜分画の両方

からアメロゲニン結合タンパクとして見出されたのが 78 kDa glucose-regulated protein 

(Grp78)である 58)。Grp78 は熱ショックタンパク（heat shock protein）である Hsp70 ファ

ミリーの一つであり、binding immunoglobulin protein (BiP)、heat shock 70 kDa protein 5 

(HSPA5)ともよばれている 59)。Grp78 は小胞体の膜タンパクであり、タンパクの折りたた

み（protein folding）に関与する分子シャペロンである。また、細胞膜表面にも存在する

ことが分かっており、小胞体ストレスのみならず、胚形成、ガン発生および進行において

受容体として働き、アルツハイマー病（Alzheimer’s disease）やパーキンソン病

（Parkinson’s disease）の発症メカニズムに関与している 60)。マウス 61)およびラット 62)エ

ナメル芽細胞株においてフッ素濃度の上昇とともに Grp78 遺伝子発現およびタンパク発現

が上昇し、フッ素症との関連が報告されている。しかし、生体内でのエナメル芽細胞分化

過程における Grp78 の局在や機能については不明である。 
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２−６．目的 

  本研究の目的は、エナメル質形成不全症の表現型を呈するアメロゲニン遺伝子点変異

マウスを用いて、アメロゲニン結合タンパクである Grp78、LAMP-1 および LAMP-3 の

エナメル芽細胞分化過程における局在を免疫組織学的分析で明らかにすることで、エナメ

ル質の形成調節機構や形成不全の病態機序の理解を深めることである。 
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3．材料と方法 

 

３−１．エナメル質形成不全症モデルマウス 

  本研究で使用したマウスは、エナメル質形成不全症の表現型を示すヘミ接合型雌性マ

ウス（D2;B6-Rgsc888/Rbrc (M100888)）および同一系統（DBA/2J）野生型雄性マウス

の７組を RIKEN より購入した。本研究に使用したマウスはアメロゲニン遺伝子における

M180 分解産物である TRAP に相当するアミノ酸配列をコードする領域に点変異があるこ

とはすでに報告済みであり 61)、かつ購入対象となったマウスは購入前に RIKEN にて確認

済みである。アメロゲニン遺伝子における点変異はエチルニトロソウレア（N-ethyl-N-

nitrosourea、ENU）を変異原（変異原性物質）として雄性マウスの腹腔内に注射され、正

常型雌性マウスとの交配により出生したマウスをスクリーニングし、切歯にエナメル質形

成不全症に類似の表現型を持つマウスから選別することにより作成されている 61)。7 組の

マウスより出生した第一世代、またはその交配により出生した第二世代マウスの中で、切

歯において最も顕著にエナメル質形成不全症を呈するヘミ接合型雄性マウス（以下、点変

異マウス）を実験に供与した。また切歯において異状が認められない雄性マウスを野生型

（以下、野生型マウス）として比較した。 

 

３−２．走査型電子顕微鏡による観察 

  エナメル質表面の微細構造は走査型電子顕微鏡(SEM) (JCM-6000 Plus, JEOL, Tokyo, 

Japan)にて観察した。12 週齢の野生型および点変異マウスの下顎骨を摘出し、４％パラホ

ルムアルデヒド-0.1 M リン酸緩衝液（4% PFA-0.1M PBS、pH7.4）にて固定後、蒸留水

で洗浄、および大気中で乾燥した。切歯はコーティング処理を行わずに、加速電圧

10.00kV の条件下で SEM にて観察し、二次電子検出器による画像を撮影した。 

 

３−３．固定、パラフィン包埋、切片作成、ヘマトキシリン-エオジン染色 

  10 週齢の野生型および点変異マウスを 4% PFA-0.1M PBS にて還流固定を行い、下顎

骨を摘出後、同一固定液にて 24 時間浸漬固定を行った。その後、10% 

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）-0.01 M PBS により 4 週間、低温（4℃）脱灰を

行った。脱灰後、上昇エタノール系列にて脱水、キシレンにて置換後、パラフィンに包埋

した後に、厚さ 4μm の連続パラフィン切片を作成した。パラフィン切片は通法に従いヘ

マトキシリン-エオジン（HE）染色を施した。 

 

３−４．蛍光免疫染色 

HE 染色を施した切片に近接するパラフィン切片を Amelogenin、LAMP-1、LAMP-

3、Grp78、Caspase 3、および Caspase 9 抗体による蛍光免疫染色に供与した。 
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  蛍光免疫染色に使用した一次抗体は、それぞれ、ウサギ抗マウスアメロゲニン抗体

（EMD Millipore, Temecula, CA, USA）、ウサギ抗マウス LAMP-1 抗体（Abcam, 

Cambridge, UK）、ウサギ抗マウス LAMP-3 抗体（Proteintech, Rosemont, IL, USA）、ウ

サギ抗マウス Grp78 抗体（Abcam, Cambridge, UK）、ウサギ抗マウス Caspase 3 抗体

（Proteintech, Rosemont, IL, USA）、ウサギ抗マウス Caspase 9 抗体（Proteintech, 

Rosemont, IL, USA）である。また、二次抗体は Alexa Flour 594 ヤギ抗ウサギ抗体

（Molecular Probes, Eugene, OR, USA）を用いた。アメロゲニン抗体は、M57 を除いた

全てのスプライシングアイソフォームを認識するアメロゲニン抗体を使用した。前述のパ

ラフィン切片をキシレンおよび下降エタノール系列により処理し、蛍光免疫染色に用い

た。LAMP-1 および LAMP-3 抗体を用いた免疫染色では、切片を 0.01M クエン酸ナトリ

ウム緩衝液（pH6.0）中で 98℃、20 分間処理して抗原賦活化を行った。アメロゲニン、

Grp78、Caspase 3、および Caspase 9 抗体を用いた免疫染色では抗原賦活化処理を行わな

かった。一次抗体は 4℃にて 24 時間インキュベーションを行い、PBS 洗浄後、二次抗体

を室温 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、各細胞分化段階にあるエナメル芽細胞の細胞膜、

ゴルジ装置、およびトームス突起を可視化するために 63)-66)、fluorescein isothiocyanate 

(FITC) 標識 wheat germ agglutinin（WGA）レクチン(J-Chemical, Tokyo, Japan)を 10 分

間室温にてインキュベーションを行った。また核染色は 4', 6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)を用いた。画像取得は蛍光顕微鏡

（KEYENCE, 大阪府, 日本）で行った。 
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4．結 果 

 

４−１．エナメル質表面形態 

本研究の実験に供与したエナメル質形成不全症を呈するマウス切歯エナメル質表面形

態を観察するために、12 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯を SEM にて

観察した。SEM の観察に先立ち、肉眼的所見によりエナメル質の色調を確認した。その結

果、野生型マウスでは褐色透明のエナメル質を呈していたのに対して（図 3A）、点変異マ

ウスにおいては白色チョーク様の色調を呈していた（図 3B）。SEM 像において野生型マウ

スでは滑沢な表面形状であったが（図 3C, E）、点変異マウスではエナメル質表層が粗造で

図 3 野生型 点変異 

図 3．野生型および点変異マウスの下顎切歯の肉眼的所見およびエナメル質表面形態 

野生型マウスの下顎切歯は淡褐色を示すのに対して（A）、点変異マウスはチョ

ーク様白色を呈する(B) 。走査型電子顕微鏡による観察では、野生型マウスの

下顎切歯のエナメル質表面は滑沢であるのに対して(C, E)、点変異マウスは粗造

である（D, F）。図中右下のスケールバーは、500 μm(C, D）、200μm(E, F)を

示す。 

 



12 

 

あった（図 3D, F）。このことから、アメロゲニン遺伝子点変異はヒトにおける低形成型エ

ナメル質形成不全症に類似の表現型を示した。 

 

４−２．HE 染色による形態学的検討  

  アメロゲニン結合タンパクの局在を検討する前に、HE 染色を施した 10 週齢の野生型

および点変異マウスの組織学的構造の検討を行った。野生型マウスにおいて、下顎切歯に

前エナメル芽細胞、基質形成期、移行期、成熟期の連続的な各分化段階のエナメル芽細胞

が観察された（図 4,図 5A-D）。点変異マウスにおいては、野生型マウスと比較しエナメル 

基質の厚みは薄く、エナメル芽細胞の分化の進行とともにエナメル芽細胞の配列の乱れを

認めた（図 4）。次にエナメル芽細胞の分化段階で検討したところ、前エナメル芽細胞にお

いては、細胞形態および細胞配列について野生型マウスと点変異マウスに違いは認められ

図 4．野生型および点変異マウスの下顎切歯の組織学的形状  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯のパラフィン切片

に HE 染色を施し、光学顕微鏡にて観察した。野生型マウスでは、頸係蹄

より成熟期までエナメル芽細胞の規則的な細胞配列が認められる。一方、

点変異マウスにおいては、ヘマトキシリン陽性のエナメル基質は野生型マ

ウスと比較して薄く、エナメル芽細胞分化の進行とともにエナメル芽細胞

配列の乱れやエナメル質の低形成が認められる（矢印）。図中のスケールバ

ーは 500 μm 

 

野生型 

点変異 

図 4 
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なかった（図 5E）。前エナメル芽細胞より細胞の高さが高くなった基質形成期では、点変

異マウスのエナメル芽細胞間に点状のヘマトキシリン陽性像を認めた（図 5F）。移行期エ

ナメル芽細胞は、ヘマトキシリンに薄く染まるエナメル基質を取り囲むように乱れて配列

していた（図 5G）。またエナメル芽細胞間、または細胞質にヘマトキシリン陽性の部分が

認められた（図 5G）。成熟期において、野生型および点変異がみられるマウスのエナメル

質領域は、石灰化された組織であるため、HE 染色を施した脱灰パラフィン切片では無染

色またはわずかに染色されている領域となっていた（図 5D, H）。しかし、点変異マウス

において移行期と同様にエナメル芽細胞の屈曲した細胞配列の乱れとともに、一部におい

ては細胞配列に取り囲まれるヘマトキシリン陽性の基質が観察された（図 5H）。これらの

所見から、アメロゲニン遺伝子における点変異は、前エナメル芽細胞の細胞配列に影響を

与えないが、基質形成期、移行期および成熟期におけるエナメル基質形成の異常や、移行

期におけるエナメル芽細胞の配列の乱れを引き起こすことが示された。 

 

 

野生型 

点変異 

図 5 

図 5．野生型および点変異マウスの各エナメル芽細胞分化段階におけるエナメル

芽細胞およびエナメル基質の組織学的形状  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯のパラフィン切片に

HE 染色を施し、光学顕微鏡にて観察した。野生型マウスにおいて前エナメ

ル芽細胞期(A)、基質形成期(B)、移行期(C)、および成熟期(D)エナメル芽細

胞の正常な配列を認めた。一方、点変異マウスでは、基質形成期（F）にお

いては、エナメル芽細胞質に点状のヘマトキシリン陽性像を認め、移行期

(G)および成熟期(H)にヘマトキシリンに淡く染まるエナメル基質を取り囲む

ようなエナメル芽細胞の配列の異常を認めた。スケールバーは 100 μm 
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４−３．Grp78 の局在 

  エナメル芽細胞の細胞膜を可視化するために WGA レクチン染色を行った。WGA レ

クチン染色により中間層および象牙芽細胞との境界が明らかとなり、野生型および点変異

マウスの両方で、前エナメル芽細胞の細胞質全体に、Grp78 抗体に対する陽性反応が認め

られた（図 6）。また、基質形成期エナメル芽細胞においては、野生型および点変異マウス

のいずれのエナメル芽細胞においても、核は近位へ移動した。基底面側の WGA 陽性反応

が認められる領域の遠位細胞質の遠位部および近位部の領域の細胞質に、Grp78 抗体に対

する陽性反応が認められた（図 6）。一方、野生型マウスの移行期エナメル芽細胞では遠位

細胞質の WGA 陽性領域に挟まれるように遠位細胞質の中央部に Grp78 の陽性反応が認め

られた。それに対し、点変異マウスの移行期エナメル芽細胞においては WGA 陽性領域が

認められないとともに細胞質全体に Grp78 抗体に対する陽性反応が認められた（図 7）。

野生型マウスの成熟期エナメル芽細胞は、移行期エナメル芽細胞と同様の Grp78 抗体に対

する陽性反応が認められた。点変異マウスの成熟期エナメル芽細胞では、移行期エナメル

芽細胞と同様にエナメル芽細胞の細胞質全体に Grp78 抗体に対する陽性反応が認められた

（図 7）。以上の結果より、野生型マウスでは、Grp78 はエナメル芽細胞の分化に伴って局

在が変化することが分かった。前エナメル芽細胞期および基質形成期エナメル芽細胞にお

ける Grp78 の局在に野生型と点変異マウスの差は認められないが、移行期エナメル芽細胞

および成熟期エナメル芽細胞においては野生型と点変異マウスに Grp78 の異なる局在を示

した。 
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図 6 

野生型 

点変異 

野生型 

点変異 

図 6． 前エナメル芽細胞期および基質形成期エナメル芽細胞における Grp78の

免疫組織学的局在  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における

Grp78(赤)の免疫染色を示す。エナメル芽細胞の形態を WGA（緑）染色で

可視し、核を DAPI(青)にて染色を行った。野生型および点変異マウスの前

エナメル芽細胞の細胞質全体に Grp78 の陽性反応を認めた。基質形成期に

おいてエナメル芽細胞の遠位細胞質の中央部に WGA 陽性反応を認め（矢

頭）、その近位部（矢印）および遠位部（矢印）に Grp78 の陽性反応を認

めた。スケールバーは 20 μm 

前エナメル芽細胞期 

基質形成期 
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移行期 

成熟期 

図 7 

野生型 

点変異 

野生型 

点変異 

図 7．移行期および成熟期エナメル芽細胞における Grp78の免疫組織学的局在 

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における

Grp78(赤)の免疫染色を示す。エナメル芽細胞の形態を WGA（緑）染色

で可視し、核を DAPI(青)にて染色を行った。野生型マウスの移行期およ

び成熟期エナメル芽細胞においてエナメル芽細胞の遠位細胞質の中央部に

Grp78 の陽性反応を認めた（矢印）。点変異マウスではエナメル芽細胞の

移行期および成熟期においてエナメル芽細胞の細胞質全体に Grp78 の陽

性反応を認めた（矢頭）。スケールバーは 20 μm  
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４−４．LAMP-1 および LAMP-3 の局在 

  Grp78 の蛍光免疫染色と同様に WGA レクチン染色によりエナメル芽細胞と、中間層

および象牙芽細胞との境界が明らかとなった（図 8, 9）。野生型および点変異マウスの両方

において、前エナメル芽細胞における LAMP-1 抗体に対する陽性反応はほとんど認められ

なかった（図 8）。しかし、基質形成期エナメル芽細胞においては野生型および点変異マウ

スの両方で明らかな LAMP-1 抗体に対する陽性反応が認められた（図 8）。野生型マウス

では LAMP-1 抗体に対する点状の陽性反応が遠位細胞質の中央部でみられたが、点変異マ

ウスでは、近位細胞質を含め細胞質の全体に点状の陽性反応が認められた（図 8）。この細

胞質全体にみられた LAMP-1 抗体に対する陽性反応は、点変異マウスの移行期および成熟

期エナメル芽細胞においても認められた（図 9）。一方、野生型マウスにおける移行期およ

び成熟期エナメル芽細胞においてはエナメル芽細胞の遠位細胞質の近位部に陽性反応が認

められた（図 9）。LAMP-3 抗体に対する陽性反応は、前エナメル芽細胞期、基質形成期、

および成熟期エナメル芽細胞において野生型および点変異マウスともに非常に弱く、局在

の差は認められなかった(データは示していない)。移行期エナメル芽細胞において、野生

型マウスのエナメル芽細胞では遠位細胞質の中央部に細かい点状に LAMP-3 抗体に対する

陽性反応が認められた。点変異マウスでは遠位細胞質に野生型と同じ細かい点状の陽性反

応と、大きい斑状の陽性反応が認められた（図 10）。 
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移行期 

成熟期 

図 9．移行期および成熟期エナメル芽細胞における LAMP-1の免疫組織学的

局在  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における LAMP-

1(赤)の免疫染色を示す。エナメル芽細胞の形態を WGA（緑）染色で可視

し、核を DAPI(青)にて染色を行った。野生型マウスの移行期および成熟

期エナメル芽細胞において遠位細胞質の近位部で陽性反応を認めたが、点

変異マウスでは近位細胞質を含む細胞質全体に斑状の LAMP-1 の陽性反

応を認めた（矢頭）。スケールバーは 20 μm 

図 9 

野生型 

点変異 

野生型 

点変異 
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４−５．アメロゲニンの局在 

  アメロゲニン結合タンパクとして報告されている Grp78、LAMP-1、および LAMP-3

のそれぞれに対する抗体陽性反応は、野生型マウスと点変異マウスを比較して基質形成期

以降の細胞分化段階において異なっていた。そこで、アメロゲニン抗体を用いた蛍光免疫

染色を野生型および点変異マウスの基質形成期および移行期エナメル芽細胞に行った。そ

の結果、野生型マウスの基質形成期ではエナメル芽細胞の遠位細胞質の遠位部に強い点状

の陽性反応が認められたが、移行期ではアメロゲニン抗体に対する強い陽性反応は認めら

れなかった（図 11）。一方、点変異マウスの基質形成期においては、野生型マウスと同様

にエナメル基質にアメロゲニン抗体に対する強い陽性反応が認められたが、エナメル芽細

胞の遠位細胞質の中央部においても大型の球状の陽性反応が認められた 

（図 11）。また、点変異マウスの移行期においてはエナメル基質と同程度の強い陽性反応

が細胞質全体に認められ、エナメル芽細胞の核周囲にも球状の反応を認めた（図 11）。以

上のことから、野生型マウスと点変異マウスのエナメル芽細胞の基質形成期および移行期

においてアメロゲニンの局在の違いを認めた。 

移行期 図 10 

野生型 

点変異 

図 10．移行期エナメル芽細胞における LAMP-3の免疫組織学的局在  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における LAMP-

3(赤)の免疫染色を示す。エナメル芽細胞の形態を WGA（緑）染色で可視

し、核を DAPI(青)にて染色を行った。野生型マウスの移行期エナメル芽

細胞において、遠位細胞質の中央部に LAMP-3 の点状の陽性反応を認め

る。点変異マウスでは、遠位細胞質に小さい点状の陽性反応に加えて、斑

状の LAMP-3 陽性反応も認める（矢頭）。スケールバーは 20 μm 
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４−６．Caspase 3、9 の局在 

  移行期エナメル芽細胞においてアポトーシスがみられること 61)や、今回実験に用いた

ものと同じ点変異マウスを用いた過去の研究において、移行期エナメル芽細胞では

Caspase 3 の抗体の陽性反応が報告されている 68)。そこで、Caspase 3 および Caspase 9 の

抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。その結果、野生型マウスの移行期エナメル芽細胞で

は Caspase 3 および Caspase 9 の抗体に対する陽性反応は認められなかった（図 12）。一

方、点変異マウスの移行期エナメル芽細胞においては Caspase 3 および Caspase 9 の両方

基質形成期 移行期 図 11 

野生型 

点変異 

図 11．基質形成期および移行期エナメル芽細胞におけるアメロゲニンの免疫組

織学的局在  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯におけるアメロゲ

ニン(赤)の免疫染色を示す。核染色は DAPI(青)にて行った。野生型マウ

スの基質形成期において、遠位細胞質の遠位部に点状の陽性反応を認め

る。点変異マウスの基質形成期において、遠位細胞質の中間部および遠位

部に野生型マウスと比較し大きい球状の陽性反応を認める。また、点変異

マウスの移行期においては、エナメル芽細胞の細胞質全体に陽性反応を認

め、近位および遠位細胞質の遠位部に球状の陽性反応を認める。スケール

バーは 20 μm 
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の抗体に対する陽性反応が認められた（図 12）。以上のことは、アメロゲニン遺伝子にお

ける点変異は過去の報告と同様に 61)、68）、移行期エナメル芽細胞において Caspase 3 およ

び Caspase 9 の発現が上昇することが分かった。 

 これまでの免疫組織学的解析結果を、表１，２にまとめる。 

 

 

 

 

図 12 

野生型 

点変異 

図 12．移行期エナメル芽細胞における Caspase 3および Caspase 9の免疫組

織学的局在  

10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における Caspase 

3 および Caspase 9(赤)の免疫染色を示す。核染色は DAPI(青)にて行っ

た。野生型マウスの移行期エナメル芽細胞において、Caspase 3 および

Caspase 9 の陽性反応は認められなかった。一方、点変異マウスの移行期

エナメル芽細胞においては Caspase 3 および Caspase 9 の陽性反応を認め

た(矢頭)。スケールバーは 20 μm 
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表１ エナメル芽細胞における Grp78、LAMP-1および LAMP-3の免疫染色陽性領域 

 

Grp78 
前エナメル芽 

細胞期 
基質形成期 移行期 成熟期 

野生型 細胞質全体 

遠位細胞質の 

遠位部・近位部 

（WGA の両端） 

遠位細胞質の 

中央部 

遠位細胞質の 

中央部から 

近位細胞質 

点変異 細胞質全体 
遠位細胞質の 

遠位部・近位部 
細胞質全体 細胞質全体 

 

 

 

 

LAMP-1 
前エナメル芽 

細胞期 
基質形成期 移行期 成熟期 

野生型 認めない 
遠位細胞質の 

中央部 

遠位細胞質の 

中央から近位部 

遠位細胞質の 

近位部 

点変異 認めない 細胞質全体 
細胞質全体 

（斑状） 

細胞質全体 

（斑状） 

 

 

 

 

LAMP-3 
前エナメル芽 

細胞期 
基質形成期 移行期 成熟期 

野生型 非常に弱い 非常に弱い 

遠位細胞質の 

中央部 

（点状） 

非常に弱い 

点変異 非常に弱い 非常に弱い 
細胞質全体 

（点状、斑状） 
非常に弱い 
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表２ エナメル芽細胞におけるアメロゲニン、Caspase 3および Caspase 9の免疫染色陽性領域  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アメロゲニン 基質形成期 移行期 

野生型 

遠位細胞質の遠

位部 

（点状） 

遠位細胞質 

（非常に弱い） 

点変異 

遠位細胞質の 

中央から遠位部 

（球状） 

細胞質全体 

（近位細胞質およ

び遠位細胞質遠位

部では球状） 

Caspase 3 移行期 

野生型 
陽性反応を 

認めない 

点変異 
陽性反応を 

認める 

Caspase 9 移行期 

野生型 
陽性反応を 

認めない 

点変異 
陽性反応を 

認める 
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5．考 察 

 

  アメロゲニンは最も豊富なエナメル質の有機性成分で、エナメル質のハイドロキシア

パタイト結晶化制御によりエナメル質の石灰化と厚みに重要な役割を果たす 3)。エナメル

質形成不全症はエナメル質の質と量に与える影響により大きく 3 つに分けることができる

が、他のエナメル基質タンパクであるアメロブラスチンおよびエナメリンとともに、アメ

ロゲニンはエナメル質形成不全症の一つである低形成型エナメル質形成不全症を引き起こ

す原因遺伝子である 35)。lysosome-associated membrane proteins（LAMPs） は、リソソ

ーム膜のみならず細胞膜表面にも認められる内在性膜タンパクの一つである 54)-56)。また

Grp78 は Hsp70 ファミリーの一つであり、タンパクの折りたたみ、小胞体ストレスなど

に関与する膜タンパクである 59)。これまでアメロゲニンに結合するタンパクとして

LAMP-151)、LAMP-350)、および Grp7858)が報告されてきた。しかし、エナメル芽細胞の

細胞分化過程におけるこれらのアメロゲニン結合タンパクの局在については不明な点が多

く、またエナメル質形成不全症における、アメロゲニン結合タンパクの局在については報

告がない。そこで、本研究はエナメル質形成不全症を呈するアメロゲニン点変異マウスに

おけるアメロゲニン結合タンパクの局在とエナメル質形成について免疫組織学的に検討を

行った。 

 

５−１．Grp78 の局在について 

  これまでエナメル芽細胞における Grp78 の局在について Ravindran らが、マウス下顎

切歯のエナメル芽細胞、臼歯における前エナメル芽細胞の細胞質に発現があるとのみ報告

しているが 67)、エナメル芽細胞分化過程における詳細な報告はない。今回、各分化段階の

エナメル芽細胞における Grp78 の局在を蛍光免疫染色により検索を行った結果、野生型マ

ウスにおいて、すべての細胞分化段階のエナメル芽細胞に Grp78 抗体に対する陽性反応が

認められた。基質形成期では遠位細胞質の遠位部および近位部に、移行期では遠位細胞質

の中央部に陽性反応が認められたことから、エナメル芽細胞の分化段階により Grp78 の局

在が異なることが示された。また、点変異マウスでは、移行期および成熟期エナメル芽細

胞の細胞質全体に Grp78 抗体に対する陽性反応が認められたことから、アメロゲニン遺伝

子における点変異により Grp78 の局在が変化することが示唆された。一方、基質形成期エ

ナメル芽細胞の遠位細胞質において、WGA 陽性反応が認められる領域の遠位部および近

位部の領域に Grp78 の陽性反応が認められたが、野生型マウスおよび点変異マウスのいず

れにおいても陽性反応の局在に違いは認められなかった。基質形成期エナメル芽細胞の遠

位細胞質に WGA 陽性反応がみられ 63), 64)、電子顕微鏡による観察ではゴルジ体に WGA の

局在が認められる 66)ことが報告されている。また Grp78 は、通常、主に小胞体に存在す

る 60)。さらに基質形成期エナメル芽細胞のゴルジ体は遠位細胞質において多数の小胞体に
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とりかこまれるように存在することから 67)、アメロゲニン遺伝子点変異は基質形成期エナ

メル芽細胞における小胞体の局在に変化を及ぼさないことを示唆している。一方、

Brookes らは本研究と同一のアメロゲニン遺伝子点変異マウスの基質形成期エナメル芽細

胞についてマイクロダイセクション法および定量的 real-time PCR を用いて検討し、

HSPA5（BiP, Grp78)の遺伝子発現が野生型と比較して上昇していることを報告している

67）。本研究の Grp78 の蛍光免疫染色では、基質形成期エナメル芽細胞では野生型および点

変異マウスの両方においてその分布に明らかな違いは認められなかった。しかし、移行期

エナメル芽細胞において野生型マウスと比較して点変異マウスで細胞質全体に陽性反応が

認められた。この差は Grp78 のタンパクと mRNA の発現の時期が異なる可能性がある。

Grp78 は過剰な不良タンパクの蓄積による小胞体ストレスにおいて許容範囲内であれば不

良タンパクの生成の抑制や分解を行い、許容範囲以上となればアポトーシスを引き起こす

60,68-70)。さらに、Grp78 は小胞体ストレスによって細胞質内に存在する Grp78 の発現を上

昇させることが報告されている 60)。本研究においては、点変異マウスの移行期エナメル芽

細胞で、アポトーシスのシグナル伝達経路で働く Caspase 3 およびその上流にみられる伝

達因子である Caspase 9 の局在が認められた。この結果から、点変異マウスでは、Grp78

の発現上昇を引き起こし移行期エナメル芽細胞のアポトーシスを引き起こす可能性が示さ

れた。したがって、アメロゲニンのスプライシングアイソフォームの中で最も多く認めら

れる M180 は TRAP を含むことから、アメロゲニン遺伝子における TRAP 領域の点変異

が小胞体ストレスとなる可能性が考えられた。 

 

５−２．LAMP-1 および LAMP-3 の局在について 

  本研究では、野生型マウス移行期および成熟期のエナメル芽細胞の遠位細胞質中央か

ら遠位部に LAMP-1 の陽性反応が認められた。一方、点変異マウスにおいては細胞質全体

に LAMP-1 の陽性反応が認められた。また、野生型マウス移行期エナメル芽細胞におい

て、遠位細胞質の中央部に LAMP-3 の陽性反応が認められたが、点変異マウスでは細胞質

全体に陽性反応が認められた。LAMP-1 および LAMP-3 は細胞膜表面に発現しアメロゲ

ニンと結合することが報告されてきた 50, 51)。また、内エナメル上皮細胞において細胞膜表

面の LAMP-1 が LRAP と結合すること、LAMP-3 は M180 と結合し M180 の細胞内取り

込みに関与することが報告されている 58)。本研究に使用したアメロゲニン遺伝子点変異マ

ウスと同一マウスにおいて、Barron らは基質形成期エナメル芽細胞の細胞質にアメロゲニ

ン抗体に対する強い陽性反応が認められたことを報告しているが、移行期エナメル芽細胞

における反応については述べていない 61)。本研究では、点変異マウスの基質形成期エナメ

ル芽細胞の遠位細胞質にアメロゲニン抗体に対する陽性反応を認めるのみでなく、移行期

エナメル芽細胞においても細胞質全体に強い陽性反応を認めることを新たに示した。これ

らの結果から、野生型マウスの移行期エナメル芽細胞では、アメロゲニンの細胞内局在が

ほとんどなく、アメロゲニンの合成が起こっていないと考えられる。一方、点変異マウス
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の移行期エナメル芽細胞では、細胞内にアメロゲニン陽性反応が認められることから、ア

メロゲニン結合タンパクである Grp78、LAMP-1 および LAMP-3 を介して M180 および

LRAP が細胞内に取り込まれたか、点変異アメロゲニンの細胞内輸送や分泌が障害された

可能性が考えられる。以上の結果を総合すると、アメロゲニン点変異により分泌された

M180 または LRAP の細胞内取り込みが増大するか、点変異アメロゲニンの細胞内輸送が

障害されて、強い小胞体ストレスを生じ移行期エナメル芽細胞のアポトーシスが引き起こ

され、その結果として連続性をもって分化するエナメル芽細胞の配列が乱れてエナメル質

形成不全が起こると考えられる。 
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