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論文内容の要旨

象牙質に存在するタンパク質の約 9 割は I 型コラーゲンであるが，残りの約 1 割を構成する所謂非コ

ラーゲン性のタンパク質として，リンタンパク質， Glaータンパク質，酸性糖タンパク質，プロテオグリ

カン等が存在し，これらの非コラーゲン性のタンパク質は，象牙前質が象牙質へ石灰化していく際に必

要な因子として近年注目を集めている。その中でも 1978年に Dimuzio と Veis によりフォスフォフォリ

ン (p p) と命名されたリンタンパク質は，最も含量が高く，象牙質石灰化過程に重要な役割を果たし

ていると考えられている。その理由として 1) P P は象牙芽細胞により合成され，石灰化前線に分泌

されること， 2) P P の全アミノ酸残基の約 4 割をリン酸化されたセリン残基が占め，ハイドロキシア

パタイト形成のためのリン酸供与体となり得ること， 3) P P は容易にコラーゲンに結合し，またカル

シウムイオンと結合すると沈澱する性質を有することから，ハイドロキシアパタイト結晶形成のための

核となり得ること， 4) 象牙質形成不全症 (hereditary opalescent dentin) のヒトやウシの象牙質に

は PPが認められないこと等の知見が挙げられる。

これまで，この PP の物理化学的性状に関する多くの研究が報告されているが， PPが象牙芽細胞で

合成された後，どの様な経路で石灰化前線に到達し，さらに分泌された PPが象牙質内でどの様な局在

性を示すかという点については，象牙質の石灰化機構を解明する上で重要な問題であるにもかかわらず，

この PP に対する抗血清の調製が遅れていたために不詳であった。

本研究は，これらの問題を追求するために PP に対するモノクローナル抗体を調製し，ウシ胎仔歯脹

の免疫組織化学的観察を試みたものである。

ウシ胎仔歯匹から粗精製した PP を抗原として免疫したBALB/Cマウスの牌細胞と，マウスミエ
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ローマ細胞NS-l を細胞融合させ，常法に従ってモノクローナル抗体を調製した。得られた抗体は，

ポリアクリルアミドゲル上で分離後メンプランにトランスブロットした pp のバンドとのみ反応したこ

とから， pp に特異的な抗体であると同定された。このうち，. pp を alkaline phosphataseで脱リン酸

化しでも反応性を有する抗体を用いてpp の定量標準曲線を作製したところ，典型的なシグモイド曲線

を示し，少なくともO.8pmol の pp を定量することが可能であることがわかった。

次に，この抗体を用いて免疫組織化学的にウシ胎仔歯怪ならびに骨端切片を染色し，以下の結果を得

fこ O

1.象牙芽細胞の細胞質，象牙前質中の象牙芽細胞突起，ならびに象牙質が染色されたが，象牙前質

は染色されなかった。また，象牙質の染色の程度は石灰化前線周辺が著しく，エナメル層に向かうに従っ

て低下する所見が得られた。

2. 外套象牙質に相当する部分は染色されなかった。

3. 石灰化しつつある軟骨表面に作られた新生骨基質，骨芽細胞，および骨細胞には染色性が認めら

れたが，軟骨基質は染色されなかった。

以上のことより， pp は象牙芽細胞で合成され，象牙芽細胞突起を介して石灰化前線まで運ばれた後

分泌され，分泌後は徐々に分解を受けるものと考えられる。このことは， ppが髄周象牙質石灰化の初

期過程で重要な役割を果たしていることを強く示唆するものである。また，外套象牙質は染色されなかっ

たことから，髄周象牙質とは異なる機構により石灰化することが示唆された。

一方，骨端軟骨周辺の骨芽細胞および骨細胞で産生されるタンパク質に， pp と類似の抗原性を有す

るタンパク質の存在する可能性が示唆された。このことは， ppが象牙質石灰化過程の重要な因子であ

ると同様に， pp に類似するリンタンパク質が骨組織の石灰化過程でも極めて重要な役割を果たしてい

ることを示唆する興味深い知見であると考えられる。

論文の審査結果の要旨

象牙芽細胞が合成・分泌するフォスフォフォリン (p p) は象牙質の主要なリンたんぱく質であり，

象牙質石灰化過程の重要な因子として注目されているが，その分泌経路や象牙質での局在性は明らかで

はなかった。

中村君はpp に対するモノクローナル抗体を調製することに世界で初めて成功し，さらにこの抗体を

用いてppが象牙前質を経由せず，象牙芽細胞の突起から直接，石灰化前線に分泌されること，分泌さ

れた pp は石灰化前線からエナメル質に向かうにしたがって含量が減少し外套象牙質には存在しない

こと，また pp と抗原類似性を有するたんぱく質が骨組織にも存在することを明らかにした。

以上のように中村君の論文は， ppが髄周象牙質石灰化の初期過程で重要な役割を果たすことを示し

たばかりではなく pp に類似のたんぱく質が骨の石灰化にも関与していることを示唆したものであり，

硬組織石灰化機構を解明するための貴重な手掛かりを与えたものである O 本論文は歯学博士の学位請求
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に十分値するものと認める。
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