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甲柴封書館

はしがき

文部科学省科学研究費補助金基盤研究(c)(2)の補助を受けて,平成
1 4-1 5年度にかけて行われた｢エナメル蛋白の分子多様性の意義に

関する分子組織化学的･分子生物学的研究(課題番号:1457173

6) ｣は,研究代表者である内田が行っている,エナメル質形成機構に
関する研究の一環である｡

エナメル質形成過程で基質を構成するエナメル蛋白の一次構造は種特

異性に乏しい反面､ mRNAの択一的スプライシングによる多様性を持つ

ことが知られている｡遺伝子レベルでの解析の結果から,シースプロテ
インであるブタのシースリでは2種類の分子型が生じると考えられてお

り,ラットでは同一の遺伝子から生じた2種類の蛋白には,その発見の

経緯もあってアメロブラスチンおよびアメリンという名称が付けられて

いる｡我々は平成1 2-1 3年度にかけて文部科学省科学研究費補助金
基盤研究(c)(2)の補助を受けてシースリンの2種類の分子塑の発現に

ついて検討し､その意義を明らかにした｡一方,アメロゲニンではmRNA

の択一的スプライシングにより,蛋白レベルで少なくとも7種類の分子

型が生じると考えられている｡しかし,蛋白の存在が確認されていない
分子型もあり,アメロゲニンについて､分子多様性の意義は殆ど研究さ
れていない｡

そこで本研究では,アメロゲニンに焦点を絞り､合成ペプチドを用い
て分子型に特異的な抗体を作製し,免疫組織化学と分子生物学的手法を

用いて,エナメル質形成機構におけるエナメル蛋白の分子多様性の意義
を明らかにすることを目的とした｡

本研究では､特定の分子型と特異的に反応する抗体が要求されるため､

使用可能な抗体を得るために時間がかかり､現在作成中の抗体もある0
従って研究はまだ途中であるが､予定した研究期間が終了したため､こ

こに今まで得られた成果をまとめて､一区切りとする｡
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研究成果

1.緒言
アメロゲニンは, Eastoe (1979)によって幼若エナメル質に含まれる

独特の蛋白として命名された｡その後､幼君エナメル質から抽出精製し

たタンパクの解析,あるいはエナメル器由来のcDNAライブラリーの解

析から､ブタ(yamakoshietal., 1994),マウス(Sneadetal., 1985),ウ

シ(Shimokawa et al., 1987)などについて,次々と一次構造が調べられ

た｡その結果,動物種によって多少の違いはあるものの､アメロゲニン

遺伝子は性染色体上に位置し､ 7つのエクソンを持つこと,これらのエ

クソンの択一的スプライシングにより様々なアメロゲニンの分子型が存

在すること等が明らかにされてきた｡図1はHuら(1996)によって明

らかにされたブタのアメロゲニンのmRNAのスプライシングの様相を図

に表したものである｡

アメロゲニンの分子型がこのように多様であることば､シースプロチ

インの分子型が2種類しかなく､またエナメリンでは択一的スプライシ

ングによる分子多様性は認められていないことと対照的である｡アメロ

ゲニンは基質形成期幼若エナメル質中に最も多く含まれるエナメルタン

パクであり､また歯の発生過程で最も早期に発現するエナメルタンパク

であるため､エナメル質形成に重要な役割を果たしていると考えられて

いる｡実際､アメロゲニン遺伝子をノックアウトしたマウスでは､エナ

メル質がほとんど形成されず､またその内部構造にも欠陥があることが

報告されている(Gibson et alリ2001),しかし,その分子多様性の意義

についてはほとんど明らかにされていない｡また,エナメル器由来の

cDNAライブラリーの解析では､エクソンには含まれているが最終的に

は翻訳されないアミノ酸配列(Hu et al., 2002),あるいはmRNAは存在

するが､タンパクとしては未だ存在が確認されていない分子型もある0

そこで本研究では,特定の分子型を特異的に認識するアメロゲニン抗

体を作成し,その抗体を用いた免疫組織化学と免疫化学によって,ブタ

歯肱におけるアメロゲニンの分子型に依存した合成,分解,局在につい

て検討し,エナメル質形成におけるアメロゲニンの分子多様性の意義を

解明することを試みた｡
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2.材料と方法
1)免疫組織化学と免疫化学
実験材料として､アメロゲニンのmRNAの択一的スプライシングの様

相が明らかにされており､すでに我々が数種類のアメロゲニン特異抗体

を持っているブタを用いた｡

免疫化学のためには､体重約2-4　Kgのブタ上下顎の乳白歯歯膝か
ら基質形成期幼君エナメル質を集め､ o.5M酢酸で蛋白を抽出し､エナ

メルタンパク画分とした｡エナメルタンパクはS D S-ポリアクリルア

ミドゲルで電気泳動した後,ニトロセルロース膜に転写して､抗アメロ

ゲニン抗体を用いてAB C法により免疫染色を行った｡

免疫組織化学のためには,体重約2-4　Kgのブタを還流固定し､上
下顎の乳臼歯歯巌を取り出してEDTAあるいは蟻酸で脱灰した後､パ

ラフィンあるいは低温下でGMAに包埋した｡パラフィン切片はAB C

法で, GMA切片はイムノゴールドーシルバー法で免疫染色した｡

1)特異抗体の作成(図2,表1)

スプライシングの結果生じるアメロゲニンの分子を特異的に認識する

ため､各エクソンの結合部のアミノ酸配列を含む合成ペプチドを作製し､

これを卵アルブミンと結合させてウサギに免疫した｡得られた抗血清か

ら､抗原としたペプチドをリガンドとしたアフィニティーカラムで特異

抗体を精製し､免疫染色に用いた｡合成したペプチドの配列及びその由

来は次の通りである｡また､すべての分子型に反応する抗体を作製する

ため,エクソン6の3'側の配列を含む合成ペプチド作製した｡合成ペ

プチドのアミノ酸配列が,シースプロテインやエナメリン等の他のエナ

メルタンパク､あるいは他の分子型のアメロゲニンと類似性が低いこと

ば､データベースで確認した｡これらの配列のアメロゲニン分子中の位

置と得られた抗体のコード名､作製した抗体と反応すると予想されるア

メロゲニンの分子型について､それぞれ図2および表1にまとめた｡

配列1　MPVLTPLKWYQNC

このペプチドはエクソン2の3'末端とエクソン5の5'側の配列杏

つなぎ合わせた配列を有し､このペプチドを抗原として得られた抗体2

-5は,エクソン3及びエクソン4を含まない､ 1 57アミノ酸残基よ

りなるアメロゲニンと､ 40アミノ酸残基よりなるアメロゲニンの､ 2

種類のアメロゲニンと反応すると予想される｡これらのアメロゲニンの

分子量は､約18kDa及び約5kDaである｡

配列2　QNMI RHP S L L PD L C

このペプチドはエクソン5の3'側とエクソン6の3'側(エクソン
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6b)の配列をつなぎ合わせたアミノ酸配列を持ち,このペプチドを抗
原とした抗体5-6bは､エクソン6の5'側がインターナルスプライ

シングによって削除された､ 56アミノ酸残基,及び40アミノ酸残基

からなるアメロゲニンと反応すると予想され,その分子量は約6.5kDa及
び約5kDaである｡

配列3　E K S GRWGARL TAG

このペプチドは､エクソン4の5'末端側の配列を含み,得られた抗

体4aは190アミノ酸残基からなる27kDaアメロゲニンと反応すると
予想される｡

配列　　D LYL E AI RI DRTAF C

このペプチドは,エクソン4の3'末端側の配列を含む　Huら(2002)

によれば,エクソン4の3'側はスプライシングによって除去されるた

め､このペプチドを抗原とした抗体4bと反応するアメロゲニンは存荏
しないと予想される｡

配列5　ALQPHHHI PMVPAC

このペプチドはエクソン6の5'側(エクソン6a)のアミノ酸配列

を持ち,このペプチドを抗原とした抗体6aは､ 157アミノ酸残基､

173アミノ酸残基,及び190アミノ酸残基からなるアメロゲニンと

反応すると予想され､その分子量は約18kDa, 25kDa及び約27kDaである｡

配列6　C L E AWPATDKKRDDVD

このペプチドはエクソン6の3'側(エクソン6b)のアミノ酸配列

を持つ｡この部分がスプライシングによって削除されたアメロゲニンは

存在しないと考えられているので､このペプチドを抗原とした抗体6b

は､すべての分子型のアメロゲニンと反応すると予想される｡
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3.結果

1)免疫化学(図3)

ブタ基質形成期幼君エナメル質から抽出したタンパクのウェスタンプ
ロットでは､抗体4bを除き,すべての抗体がエナメルタンパクと反応
した｡抗体4bは全く反応しなかった｡

抗体2-5は,分子量7kDaから18kDaまでの多数のタンパクバンド
と反応した18kDaこれらのうち､ 18kDaのバンドは,抗体6a及び抗

体6bでも染色された｡

抗体5-6bは,分子量6.5kDaのタンパクバンドと反応し,このバ
ンドは抗体6aでは染色されず､抗体6bで染色された｡

抗体4 aは　26kDa､ 23kDa, 19.5kDaのタンパクバンドと弱い反応を

示した｡これらのバンドのうち,抗体6aあるいは抗体6bで染色され
るものはなかった｡

2)免疫組織化学

a.基質形成期幼君エナメル質におけるアメロゲニンの局在(図4)

GMAに低温下で包理したブタ乳臼歯歯膝の超薄切片を､イムノゴー
ルドーシルバー法で免疫染色することにより､エナメルタンパクの幼君

エナメル質内における分布を定量的に観察できる(Uchida et al., 1997,

1998)本研究でも､まずこの方法により､基質形成期におけるアメロ
ゲニンの局在について検討した｡

抗体2-5では,幼若エナメル質はほぼ金屑にわたり染色され､小柱

鞘がやや強く染まった｡抗体5-6bでも類似した染色パターンが得ら

れたが,エナメル質表層では小柱鞘の染色が抗体2-5に比べて不明瞭
であった｡抗体4aでは､幼君エナメル質は非常に弱くしか染色されな

かった｡抗体4bでは､幼君エナメル質は全く染色されなかった｡抗体

6aでは,エナメル質表層が非常に強く染色され,深層に行くに従って
染色は弱くなり､小柱鞘が強く染色される傾向があった｡抗体6bでは､

エナメル質表層が強く染色され,それより内部はほとんど染まらなかっ
た｡

b.移行期から成熟期初期におけるアメロゲニンの局在(図5)

抗体2-5では､移行期及び成熟期のごく初期における染色パターン

は基質形成期とほぼ同様で,その後染色は急速に弱くなった｡抗体5-
6bでは､抗体2-5と類似した染色パターンであったが､成熟期にお

いては抗体2-5よりも早期に染色が消失した｡抗体4aでも抗体2-

6 bと同一の時期に染色が消失した｡抗体6 aでは成熟期初期に染色が

やや強くなり,その後急速に弱くなって消失した｡抗体6bでは,移行

期になると表層の染色される部分の幅が次第に狭くなり､成熟期ではほ
とんど染色されなくなった｡
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c.分化期エナメル芽細胞におけるアメロゲニンの発現(図6, 7)

分化期エナメル芽細胞におけるアメロゲニンの発現は､パラフィン切

片で観察した｡抗体2-5は染色が弱く,エナメル芽細胞内にほとんど

染色は認められなかった｡抗体5-6bでは,エナメル質が形成される
直前になって､エナメル芽細胞のゴルジ装置に染色が認められた｡抗体

6bでは,エナメル芽細胞の分化途中で､ゴルジ装置がまだ移動せずに

細胞の遠位部にある段階から染色が認められた｡

d.基質形成期エナメル芽細胞におけるアメロゲニンの発現(図8)

抗体5-6bと抗体6bでは､基質形成期エナメル芽細胞ゴルジ装置

が強く染色されたが,抗体6bの方がやや強かった｡基質形成期の初期
と中期を比べると,抗体6bではゴルジ装置の染色にほとんど差はなか

ったが､抗体5-6bでは,基質形成期の初期の方が染色が明瞭であっ
た｡
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4.考察及び結論
この研究ではアメロゲニンの分子型を特異的に認識するための抗体杏

4種類作製したが､そのうちエクソン2の3'末端とエクソン5の5'

側にまたがるアミノ酸配列に対する抗体と,エクソン5の3'側とエク

ソン6の3'側(エクソン6b)にまたがるアミノ酸配列に対する抗体

は､幼君エナメル質と明瞭に反応した｡ウェスタンプロットでは,反応

したタンパクの分子量は予想された通りで､エクソン6bのアミノ酸配

列を認識する抗体によっても､これらの抗体が目的のタンパクと反応し

ていることが示され｡また,免疫組織化学でも幼君エナメル質が明瞭に

染色され,これら2種類の抗体については,設計通りの抗体がえられた

ことが確認された｡

基質形成期の幼君エナメル質では､エクソン2の3'末端とエクソン

5の5'側にまたがるアミノ酸配列に対する抗体と､エクソン5の3'

側とエクソン6bにまたがるアミノ酸配列に対する抗体の染色パターン

は似ており､エクソン6bのアミノ酸配列に対する抗体に比べ,エナメ

ル質表層から小柱鞘を染色する傾向が強かった｡また,エクソン2の3

'末端とエクソン5の5'側にまたがるアミノ酸配列に対する抗体では､

他の抗体に比べウェスタンプロットでより多くのタンパクバンドが染色

されると共に､免疫組織化学では成熟期でより分解されにくいことが示

された｡これらのことから,アメロゲニンの分子型に依存した,幼若エ

ナメル質内での分布と分解様式があることが明らかとなった｡

分化期では,エクソン5の3'側とエクソン6bにまたがるアミノ酸

配列を含むタンパクの発現時期は,エクソン6bのアミノ酸配列を含む

タンパクに比べ,やや遅れていた｡また､基質形成期では,初期に比べ,

中期のゴルジ装置の染色が明らかに弱かった｡これらのことから､アメ

ロゲニンの分子型に依存して,エナメル芽細胞の分化段階に応じた発現

パターンがあることも明らかとなった｡

一方,エクソン4bのアミノ酸配列に対する抗体は､全く反応が得ら

れなかった｡この結果は　Huら(2002)の結果と一致し､エクソン4b

は蛋白にまで翻訳されないことを示している｡ペプチド抗体は必ずしら

そのアミノ酸配列を含む蛋白と反応するとは限らなが,リコンビナント

タンパク等によって､今回作製した抗体がエクソン4bを含むアメロゲ

ニンと反応することが証明できれば､ブタ歯膝においてはエクソン4b

は蛋白にまで翻訳されないことば確実といえる｡

エクソン4aのアミノ酸配列を認識する抗体は､ウェスタンプロット

と免疫組織化学で幼君エナメル質とわずかに反応した｡しかし,反応す

るタンパクうち,最も高い分子量は予想とは若干異なっていた｡また,

エクソン6の3'側(エクソン6b)のアミノ酸配列を認識する抗体で

染色されるタンパクバンドとは一致しなかった｡ペプチド抗体は必ずし

もそのアミノ酸配列を含む蛋白と反応するとは限らないため､この抗体

-10-



がエクソン4aを含むアメロゲニンと反応しているか否かについては,

さらに検討が必要である｡現在エクソン4aに関連した次のような配列

を持つ合成ペプチドで抗体を作成中のため,これらの抗体を用いた研究

により､エクソン4aを含むアメロゲニンについて,その詳細が明らか

になると考えられる｡

N F S Y E K S G RWGAR C
RWG AR L T A F V S S C
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Antibo die s

Code Amino acid sequence Amelogenms

Antibody 2-5　MPVLTPLKWYQN

Antibody 5-6b QNMIRHPSLLPDL

Antibody 4a EKSGRWGARLTA

Antibody 4b DLYLEAIRIDRTAF

Antibody 6a ALQPHHH I PMVPA

157　40

56　　40

[�"W

Unkn own

190 173 157

Antibody 6b LEAWPATDKTKREEVD　190 173 157

41　40

表1合成ペプチドのアミノ酸配列を示す｡左側は抗体のコード,右側の数字は抗体と反応すると予想されるアメロゲニン分子に含ま
れるアミノ酸残基数｡



Porcine Amelogenin Alternative Splicing

0&　　66

4140+
図1ブタアメロゲニンのmRNAの構造を示す模式図｡太いバーはエクソンを,その間の線はイントロンを示す｡樫色のエクソンは
mNAに含まれる部分を,ピンク色のエクソンは上下のどちらかが転写されることを,白色のエクソンは択一的スプライシングによっ
て除去される部分を示している｡左側の数字は翻訳されたタンパクのアミノ酸残基数(Huetal., 1996を改変)



Amino Acid Sequence of Porcine Amelogenm

Signal peptide

MGTWI F FAC L LGAS LAMP L P PHPGHPGYI NF SYEKSGRWG
■　　　　　　■　　　　　　　　　　　_　　　_　　　　　　　　　　　_　　　　　　_

exon 2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　exon 3

ARLTAFVS SVQDLYLEAI RI PRTAFVLTP LKWYQNMI RHP
exon 4a exon 4b e王on 5

YTSYGYEPMGGWLHHQI I PVVSQQTPQSHALQPHHHI PMV
exon6a

ヱ△QQPGIPQQPMMPLPGQHSMTPTQHHQPNLPLPAQQPFQ
exon6a

PQPVQPQPHQPLQPQS PMHPI QPLLPQPPLPPMF SMQ
exon 6a　　　　　　　　　　　　　　　.

1､

r

PD L P L
exon 6b exon 7

図2　ブタアメロゲニンのエクソンがすべて翻訳された場合のアミノ酸配列と,抗原としたペプチドの位置を示す｡文字はアミノ酸の
1文字表記で,文字の色はエクソンを表している｡太いアンダーラインは合成したペプチドに含まれるアミノ酸配列で,同一の色のア
ンダーライン部分は連続している｡



2-55-6b　4a　4b　6a　6b

転′聯 -6. 5

(kDa)

図3　ウエスタンプロットの結果｡レーンの
上の文字は抗体のコードを,右側の数字は分
子量を示す｡



図4　基質形成期幼君エナメル質におけるアメロゲニンの局在を示す｡図中の文字は抗体のコード｡



図5　移行期から成熟期初期における幼君エナメル質におけるアメロゲニンの局在を示す｡図の右側が基質形成期で､図の中央が基
質形成期と移行期の境界｡図中の文字は抗体のコード｡



2-S

一
J
.軒

I

.

:

∵

*

�

"

�

"

-

�

"

浩励ま奄'†㌔

●■　ー　一　　　　**f　　-　�"~". .,.　一

一**　　　､　L L.～-｢-

*　　　　　　b　.∫

､　句ヽ　-　　〆

′　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　･　､　　　　　　　　_■　　　ヽ

*　'　*　　　　　　　　--　　　･　-_

-㍍･十'. .'~∴ー

戦　㌻-�ﾒﾒﾞ�""'｢｢r�"rr�y�粳o����ﾈ+ 
1
＼ゝ.%葛篭

0
バ
r
･ ､t'Jさ

■ ､､

L　　　*
>　宅

.中･ ■∴

sK　--　記　　　芦

ー■■　　　　　　　　.  .　　　･

KB　　　　　　　｢

･ メ. ■′

き

∴�"

4b-I.-_-.

5-6b
⊥'-o　ニ　　　　ー　-..

三戸■　　　　　　　一~

て　* '･_ふ　-_?

H

%
�
"

J

3

　

.

�

"

�

"

%

ォ

∫

.
,
-
七

71

1

l　-　　･､･.

′　　　d1

年.
十島

■

J､::　　-1　′　.･.･  ･
I

ヽ　　　　　　　■■

-. .､　　　　　＼j

-　　3jr%

＼-..*�""" ･ ､ォサ-�"�"-･ ._

<�"サ-ォ｣髄も　袖. .､小1

-∴1

i:】　E5

- ､ -　　　　　′

さ　i　　　　　　　　　　　　　　_　　｣二二__牡

mヨ　u

�">-�"�"tf '�"''ナ.:泡盛療箪ギ寧孝二
●■

y■

*　　　　　　　　　　　�"-�"　�"　　*

('"

tr

J )

書鳩, vふF.首1事毎

0*irt　†`r I.

i?*]*

ーーLq J

図6　分化期から基質形成期初期における､
エナメル芽細胞と細胞外基質中のアメロゲニ
ンの局在を示す｡図中の文字は抗体のコード｡



5-6b　魯∴ォ-
iZg

-■-　　　　　　　'- ｢　　　　　　--

I

▼

累
や

■

　

●

▲

一

H
H
■

0
'

0㌔.
予
　
言

J

･

-

-

 

'

'

.

�

"

　

　

�

"

頭
領
着
㌔

KM

v
�
"
ォ
*
 
-

鍵ー

･ニ

i:-: .

㌔一l+

3
T�"
v
　
滋
-
ド

<
�
"

L･i, I
一
一
丁
･

7
t
'
)

0
サ
-

A
寮
琴

ヽO
f

J

.

　

･

,

_

亀
　
′
環

∵
.

y㌦. ,.f>徹

J一､'ヽ心<㍍ヒ写

払■

･一一㌻ `
･こ土ぐ1'⊥■二

iOE'J

*~

ォ�"　^虹

qi国mm

,*

�"*サ.

v　　�"'

･.-､ ･- ､

図7　分化期から基質形成期初期における,
エナメル芽細胞と細胞外基質中のアメロゲニ
ンの局在を示す｡図6の一部拡大｡図中の文
字は抗体のコード｡



5-6b
】

■■　~

KBン

,'�"''〆

･.ヽ` A/

l. .､�"　-　f.

′　′

l　　-

X

●　　　.　.1　　.　　　　■ . .

�",'y.1.,*　-�"サー>:�""'�"�"'�"　�"*--　▲

Aw　ふ

′′　　･･ -

.　p　　､.　　　　　J■

ち 0. >>'' O-†r
1.　　　　　　　　　　　▼.

′

●●

ヽ .
1　　　-

ト.　-.i

カ

′　七ヽ

_　_　_　　_　　　　　_.　　　　　　一._

ヽ

巳コ　　黙

■pl ･

‡　Ej

･こ

~　　　　　　　　　■ヽ

Jタ

I ⊥

.1　　ヽ

>*

' ヽ→■　　　　　　　･

■　　　■
l

主

.■

与野京

I一一･･r　′･--･

1-　　　　　　　､モし

�"~v

1`

J～　!

�"'�"　I

^ ≠i･…

t･･叶､*f.
*'�"上mi

･�"<

Iff　･ ･　　　∴
A ､ノ

長一　　/i I ｡jt>

∴ .v-V

1
.

'
･
■

+■.

ヽ

　

.

■

L
B
P
も
㍍
　
*
蘇
.

0;x
.
'
-
 
1
�
"
�
"
>
サ
'
'

E
_

■

_
r
.
･
.

,
<
Ⅶ
･
i
r

.

/

�

"

v

m
m
s

H
&

,^_^.-- "-　　∴
-.¥-;,-<*-‥ Il^' .∴-I-

)

　

　

W

サ

r

>

■
･

㌧

1
イ
r
r

.
'
･
.
･
;
.
.
-
i
.
･
･

一
∵
▲
r
i
s
a
m

B
G
I
Z
B
監
腿
㌧
夢

▼
､

さ
一
考
●
一
セ

*
�
"
*
-
:

㌔
J

ノ

　

ー

-

I

.

∫
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