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論文内容の要旨

歯のエナメル基質タンパクの一つであるアメロブラスチン (AMBN) は、晴乳類のエナメル質形成期のエナメル小

柱鞘に特異的に分布することが報告され、エナメル小柱構造の構築との関係が示唆されているが、その機能は明らか

ではない。これまでにクローニングされた数種の晴乳類の AMBN遺伝子聞に高い相向性が認められ、高度に保存さ

れた遺伝子であると考えられることから、エナメル質に小柱構造の認められない腿虫類にも AMBN遺伝子の存在が

予測された。本研究では、問虫類の代表としてメガネカイマンワニ(ワニ)の AMBN遺伝子のクローニングを試み、

その塩基配列および遺伝子構造を決定し、既知の晴乳類 AMBN遺伝子と比較・検討した。また小柱構造を持たない

エナメノレ質を有するワニの歯における AMBN タンパク発現の意義を検討するため、ワニ AMBN に特異的に反応する

抗体を作製し、ワニのエナメル質形成期における AMBN タンパクの分布について免疫組織化学的に観察した。

【材料と方法}

(AMBN遺伝子の塩基配列および遺伝子構造の決定〉

ワニ顎骨からトータル RNAおよび筋肉組織よりゲノム DNA を抽出した。トータル RNA を用いてヒト AMBN特

異的プライマーにより reversetranscription -Polymerase chain reaction (RT-PCR) を行うことでワニ AMBNcDNA

断片を得た。これをもとに 5'rapid amplification of cDNA ends (5' RACE) および 3' RACE を行い、得られたクロ

ーンをシークエンスすることにより、ワニ AMBNcDNA の全塩基配列を決定した。遺伝子構造はワニのゲノム DNA

をワニ AMBN遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCR およびシークエンスし、 cDNA の配列と比較することによ

り明らかにした。

〈塩基配列のデータ解析〉

得られた塩基配列について分子生物学的および分子進化学的解析を行った。

(AMBN遺伝子のゲノム上におけるコピー数の検討)

ワニのゲ、ノム DNA に対して、ワニ AMBNcDNA をフロープとしてサザンブロット解析を行った。

(AMBN遺伝子が発現する組織の検討)

ワニの顎骨および数種の他組織より得たトータル RNA をワニ AMBN遺伝子特異的なプライマーにて RT-PCR を

行うことにより検討した。
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〈ワニ歯脹における AMBN の局在に関する免疫組織学的検討〉

(1) 抗ワニ AMBN ペプチド抗体の作製:ワニ AMBN の推定アミノ酸配列をもとに、その N 末および C 末領域と配

列の一致した合成ペフチドをウサギに免疫し、 2 種類の抗ワニ AMBN ペプチド抗体(それぞれ抗 A1 抗体、抗

A4 抗体)を作製した。また、リコンビナントワニ AMBN を作製し、ウエスタンブロット分析することでこれら

抗体の評価を行った。

(2) 組織切片の作製:ワニを潅流固定した後、顎骨を脱灰し、続いて通法に従いパラフィン包埋を行った。矢状方向

に歯医を含む下顎骨の 3μm の連続切片を作製し、免疫染色に供した。

【結果と考察】

得られたワニ AMBNの cDNA は 1221 塩基、 407 個の推定アミノ酸残基からなるオープンリーディングフレーム

を含んだ全長 1909 塩基で構成されていた。ワニ AMBN の推定アミノ酸構成比率は晴乳類と酷似しており、その配列

は晴乳類と 39""'47%の相向性を示した。推定分子量あるいは予想される等電点も晴乳類の AMBN とほぼ一致してい

た。特に、 N 末領域の相向性は極めて高く、この領域には進化において変異に対する負の選択が働いていると推察さ

れた。また、 5' 領域のマルチプルアライメントの結果から晴乳類 AMBN の翻訳開始コドンが従来考えられてきた位

置より 27 塩基 3' 側に存在する可能性が考えられた。

遺伝子構造を調べると、ワニ AMBNは 11 個のエクソンより構成されており、 13 個のエクソンより構成されるヒ

ト AMBNにおいて認められる重複配列(エクソン 7 、 8 、 9) のうち 8 、 9 に相当する配列を認めなかった。ゲノ

ムにおける AMBM遺伝子のコピー数を検討したサザンブロット解析の結果からワニAMBN，のコピーが一つで、あるこ

とが明らかとなった。また、各組織のトータル RNA を用いて行った RT-PCR の結果から AMBN は顎骨おそらく歯

のみに発現していることが示唆された。

ワニ AMBN を認識する 2 種類の抗体を用いて免疫染色を行った結果、抗 A1 抗体による免疫反応はエナメル基質

全体に均一に認められ、エナメル基質の脱却とともに消失するのに対して、抗 A4 抗体による免疫反応はエナメル芽

細胞遠心位の分泌端に接したエナメル質表層部に限局し、エナメル基質が脱却される成熟期後期に至っても消失しな

かった。このワニにおける両断片の分布は哨乳類と同様のパターンを示しており、ワニにおいても晴乳類と同様に

AMBN が分泌後直ちにいくつかの断片に分解され機能を営んで、いるタンパクである、との推察を支持するものである。

本研究の結果は AMBN がエナメル小柱構造を有しないワニにおいてもエナメル質の形成に重要な役割を担ってい

るタンパクであり、これまでに推察されているエナメル小柱構造の構築以外の何らかの機能を有する可能性を示唆し

ている。

論文審査の結果の要旨

本研究は、問虫類(ワニ)においてアメロプラスチン遺伝子の同定を試み、そのタンパク分布について免疫組織学

的検討を加えたものである。その結果、エナメル質に小柱構造を有しないワニにもアメロプラスチン遺伝子が存在し、

アメロブラスチンペプチドの歯の発生における分布パターンが晴乳類と酷似することを明らかにした。この結果は種

の違いを超えてアメロプラスチンがエナメル質形成に重要な役割を担うタンパクであることを示唆した。

以上のことから、本研究は歯の進化に関して重要な示唆を与えるものであり、博士(歯学)の学位授与に値するも

のと認める。

- 435-




