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要約

歯の起源は,約5億 年前 に出現 した顎 も歯 もな い無顎類の体表の結節(象 牙

質 結節)に 由来 し,顎 と共存 的進化す る ことによ り捕食器 として利用 され,脊

椎動物 に適応 放散 と繁栄 の機 会を与えたと考え られている。従 って,歯 の進化

は脊椎動 物の進化 を考 える上で,極 め て重 要な要素 である。 またエナメル基質

タンパクは歯に特異的であることか ら,歯 の進化 を分子 レベルで検討す るには

最も適 した分子であると考えられる。

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は,哺 乳類 の形 成

期 エナメル質 における特異的な分布から,エ ナメル質の構 築 に深 く関与 してい

る と考えられる。 これまでにクローニングされた数種の哺乳類のアメロブラス

チン遺伝子間には高い相同性が認められ,こ の遺伝 子 は高度 に保存 された遺伝

子であると考えられることから,爬 虫類 にお いて もそ の存在が予測 された。そ

こで本研究では,爬 虫類の メガネカイ マン ワニ(ワ ニ)ア メロブラスチ ン遺 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 知の哺

乳類 アメ ロブ ラスチ ン遺伝子 と比較 ・検討 した。また,ワ ニアメ ロブラスチ ン

抗ペ プチ ド抗体を作製 し,ワ ニの歯胚 にお けるアメ ロブラスチンの分布を免疫

組織化学的に観察 した。そ して,こ れ を哺乳類 と比 較する ことによって形態学

的な観点から進化過程におけるアメロブラスチン分布や機能の変遷に関 して検

討を加えた。

得 られたワニアメロブラスチンの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
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成されており,ゲ ノム上 では11個 のエク ソンよ り構成 されて いた。推定アミ

ノ酸の構成比率も哺乳類と酷似 していた。その配列は哺乳類と39～47%の 相

同性 を示 し,特 にN末 端領 域の相 同性 が極 め て高 い という特徴 を示 した。その

他,推 定分子量 あるいは予想 され る等 電点も哺乳類のアメロブラスチンとほぼ

一致 していた。また,こ の遺伝 子 のゲ ノム上 でのコ ピー数 は一つで,ワ ニにお

いても歯のみ に発現 して いる遺伝子であると考えられた。 さらに,推 定 ア ミノ

酸配列 をも とにワニアメロブラスチンのN末 端領域C末 端領域 を認識する2

種類 の抗ペ プチ ド抗体(そ れぞれ抗A1抗 体 抗A4抗 体)を 作製 し,ワ ニ歯

胚 にお けるアメ ロブ ラス チンの局在を免疫染色法で調べた。その結果,抗Al

抗体 への反応 は,分 泌期 か ら移行期 にか けて はエナメル基質全体に認められる

ものの,基 質 の石灰 化 とともに徐 々に消失 し,エ ナメル基 質成熟期後期 には認

め られなくなった。一方,抗A4抗 体 に対 する反応 は,エ ナメル基質分 泌期 か

ら成 熟期後期 に至るまで継続 してエナメル基質表層に限局 して認められた。

本研究の結果はアメロブラスチンが爬虫類の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,哺 乳類 と爬 虫類 において共通 の

機能 を有 しつつ進化 してきた分子である可能性が示唆された。
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緒言

脊椎動物の進化はカンブリア後期からデボ ン紀後期まで栄えた無顎類に端を

発 し,歯 の進化 も約5億 年前 に生息 していた無顎類である甲皮類の外骨格の表

面を覆 った象牙質結節に由来すると考えられている(Halstead,1969)。 現

在でも軟 骨魚類 に認 め られ る体表の皮歯はこの象牙質結節の名残 りと考えられ

ている。その無顎類から有顎類への進化の過程 において,口 窩 が陥入す る とと

もに体 表 の皮歯が口腔内に巻き込 まれ,そ の進 化 したものが歯 である と推察さ

れている(SmithとCoates,1998)。 また,口 に最 も近位 な鰓 弓骨か ら進化

した と考えられる顎(SmithとCoates,1998)は,歯 との共存 的進 化 によ

り,捕 食器 という生存の ための必 須の器官として利用され,脊 椎動物 によ り積

極 的な活動 を促 し,そ の適応放 散 と繁栄 の礎 を与 えたと考えられている。 この

ような"顎 歯"は,エ ナ メル質 やエナ メ ロイ ドとい った高度に石灰化 した組織

に覆われることによってさらにその有用性を高めていったものと思われる。

エナメル質は,一 般的な魚類 に認め られる 間葉性のエナメロイ ドとは異なり,

上皮細胞 に属す るエナメル芽細胞 によって形成 される(HuysseuneとSire,

1998)。 上皮性エナ メル質 の形態 学的な起源は,シ ー ラカ ンスや肺魚な どの総

鰭類のエナメル質に求められ(Satchellら,2000),並 行条の著 明なエナメル

質や有 管エナ メル質などを経て,我 々 のエナ メル質 に到 った と考 えられている

(後藤 と大泰 司,1986;HuysseuneとSire,1998)。 しか し,肉 眼的に

類似 した上皮性 エナメル質に限定 してもその微細構造 は千差万別であり(後 藤

と大泰 司,1986;HuysseuneとSire,1998),エ ナメル質が どの ような進
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化 を 経 て そ の形 態 を獲 得 して きた か に つ い て は明 らか に され て いな い。

エ ナ メ ル 質 の形 成 に 関与 す る エ ナ メ ル 基 質 タ ンパ ク は,そ の90%を 占 め る

ア メ ロ ジ ェニ ン と非 ア メ ロ ジ ェニ ン タ ン パ ク 群 に 大 別 さ れ る(Termineら,

・'1;Finchamら
,1999)。 分 子 生 物 学 的 研 究 か ら,ア メ ロ ジ ェニ ン,ア

メ ロ ブ ラ ス チ ン お よ び エ ナ メ リン の遺 伝 子 は そ の存 在 が 確 認 され て お り(Hu

とYamakoshi,2003),エ ナ メ ル質 の形 態 学 的 な 変 遷 に は,こ れ ら を含 め た

歯 の 形成 に関 与 す る遺 伝 子 自身 や そ の 発 現 量,そ の発 現 部 位 や 時期 な どの変 化

が大 き く関わ って い る と推 察 され て い る(JernvallとThesleff,2000)。

ア メ ロブ ラ ス チ ン(Krebsbachら,1996)は 非 ア メ ロ ジ ェニ ン タ ンパ ク の

一 種 で あ り
,エ ナ メ ル 結 晶 の成 長 とエ ナ メル 構 造 の 決 定 に重 要 な役 割 を 果 た し

て い る と考 え られ て い る(Robinsonら,1998;Nanciら,1998;Paine

ら,2003)。 この タ ンパ ク は別 名 ア メ リン(Cernyら,1996)あ る い は シー

ス リン(Huら,1997)と 呼 ば れ,ア メ ロ ジ ェニ ンや エ ナ メ リン と同様 に,歯

に特 異 的 に発 現 す る こ とが 知 られ て い る(SimmerとHu,2001)。 そ のmRNA

の発 現 は ほ とん どエ ナ メ ル 芽 細 胞 にお い て 認 め られ るが ヘ ル トビッ ヒの 上 皮

鞘(Fongら,1996)や 前 象 牙 芽 細 胞(Fongら,1998)で も発 現 す る との

報 告 もあ る。 こ の よ うに,歯 に特 異 的 で 他 の組 織 に は発 現 しな いエ ナ メル 基 質

タ ンパ クで あ る ア メ ロブ ラス チ ン は歯 の 進 化 研 究 に適 した分 子 で あ る。 ア メ ロ

ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 は 最 初 ラ ッ トにお い て ク ロ ー ニ ング さ れ(Krebsbachら,

1996),そ の 後,相 同 遺 伝 子 が ブ タ(Huら,1997),マ ウ ス(Simmons

ら,1998),ウ シ(GenBankaccessionno.AF157019),ヒ ト(Tbyosawaら,

2000)に お い て ク ロー ニ ン グ され て き た。 哺 乳 類 以 外 の 動 物 で ク ロ ー ニ ング
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に成功 したとの報告はまだないが,哺 乳類 のアメ ロブ ラス チン遺伝子間には高

い相同性が認められ、高度に保存 された遺伝子であると考えられることから爬

虫類にもアメロブラスチン遺伝子の存在することが予測された。

本研究の目的は,爬 虫類の メガネカイ マン ワニ(ワ ニ)か らアメロ ブラス チ

ン遺伝 子 の相 同遺伝子をクローニング し,そ の遺伝 子や タンパ ク としての特徴

を明らかにし,哺 乳類 と比較す る ことによ って分子進化学的検討を加えること

にある。また,ブ タ歯胚 を用 いた研 究 では,エ ナメル質形成 中のアメ ロブラス

チ ンは,当 初 はエナメル基質 の組 織液 に非常に可溶であるが,分 解 を受 けるに

伴 って不溶性 が増 し,最 終 的にエナ メル小柱 鞘 に集積することが明らかにされ

ている(Uchidaら,1995)。 この ことが きっか けで アメ ロブ ラスチンは,エ

ナメル小 柱構 造 の構 築 と関係 が あるのではないか と考 えられるようになった

(Huら,1997)。 しか し,エ ナ メル小柱 は脊椎動物 が爬 虫類から哺乳類への

進化の過程で獲得 した構造 と考えられ,ワ ニを含 めほ とん どの爬 虫類 のエナメ

ル質にはこの構造は存在 しない。そ こで,本 研究 において はさらにワニアメロ

ブラスチンの推定アミノ酸配列に基づき合成されたペプチ ドに対する抗体を用

いて,形 成中 の ワニの歯 にお けるアメ ロブラスチンタンパクの局在を調べ,形

態 学的な観 点 か ら進化過程 にお けるアメロブラスチン分布や機能の変遷に関 し

ても検討を加えた。
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材料と方法

1ト ー タ ルRNAの 抽 出 お よび ゲ ノムDNAの 抽 出

(1)組 織 の 摘 出

生 後3日 齢 の メ ガ ネ カ イ マ ン ワ ニ(以 下 ワ ニ と 略;0∂im∂ncrocodiles

∂ρ∂poriensis)に 抱 水 ク ロ ラー ル(500mg/kg体 重)を 腹腔 内 注射 して全 身

麻 酔 を施 し,顎 骨,頸 骨,心 臓,脳,肝 臓 筋 肉 の各 組 織 を摘 出 し,使 用 す る

まで 一70℃ で保 存 した。

(2)ト ー タ ルRNAの 抽 出

得 られ た 組 織 を ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー(ポ リ トロ ンPT2100,KINEMATICA,

Cincinnati,OH)に て粉 砕 し,ISOGEN(ニ ッポ ン ジ ー ン,東 京)を 用 い て以

下 の 方 法 でRNA抽 出 を行 った。 組 織 片100mgに 対 して1mlのISOGENを

加 え て 溶 解 させ,室 温 に て5分 間 イ ン キ ュベ ー トした 。 この溶 解 物 に0.5mlの

ク ロ ロホ ル ム を加 え て撹 拌 した後,室 温 にて3分 間 イ ン キ ュベ ー トした 。粗RNA

を含 む水 層 を 取 り出 し,こ れ に0.5mlの イ ソ プ ロパ ノー ル を,つ づ い て70%

工 タ ノー ル にて洗 浄 後,乾 燥 し,1mlの1mMEDTAを 含 むlOmMト リスー塩

酸 緩 衝 液(pH8.0;TE緩 衝 液)に 溶 解 した。

(3)ゲ ノムDNAの 抽 出

ゲ ノムDNAはAusubelら の方 法(1998)に 従 い,筋 肉組 織 よ り抽 出 した 。

組 織 片 に,DNA抽 出バ ッ フ ァー(150mMNaCI,lOmMTris十SCI(pH8.0),

lOmMEDTA,0.1%SDS)お よ びproteinaseK(20mg/ml)(QIAGEN

GmbH,Hilden,Germany)を 加 え,55℃ で1時 間 反応 させ た 。 さ ら に37℃
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に て一 晩 イ ン キ ュベ ー ト した後,Tris-HCIフ ェノー ル(pH8.0)を 加 え,室 温

に て20分 間 混 合 し,DNAを 含 む水 層 を 取 り出 した。得 られ た粗DNA画 分 に,

飽 和 フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロホ ル ム ーイ ソア ミ ル アル コ ー ル(25:24:1)(PCI)を 加

え,室 温 に て20分 間 イ ン キ ュベ ー ト した 後,100%工 タ ノー ル を加 え て 沈殿

したゲ ノムDNAを ガ ラ ス棒 に巻 き付 け て回 収 した。 これ を70%工 タ ノー ル に

て洗 浄 後,乾 燥 し,TE緩 衝 液 に溶 解 した 。この よ うに して調 製 した ゲ ノムDNA

は波 長260nmに お ける 吸光 度 を測 定 して 濃度 を決 定 し,使 用 す る まで4°Cに

て保 存 した。

2ワ ニ ア メ ロブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の ク ロー ニ ング

(1)ポ リメ ラ ーゼ 連 鎖 反 応(PolymeraseChainReaction:PCR)

通 常 のPCRに よ るDNAの 増 巾副 こはAmpliTaqGold(AppliedBiosystems,

Branchburg,NJ)を 用 い,サ ー マ ル サ イ ク ラ ‐GeneAmp9600(Applied

Biosystems)を 使 用 して 反 応 を 行 っ た。PCRバ ッフ ァー は添 付 の指 示 書 に従

って調 製 した。反 応 は最 初 に95℃ にて9分 間熱 変 性 を行 い,続 い て95℃ で30

秒 間 の熱 変 性,至 適 温度 によ る30秒 の ア ニ ー リング,72°Cで2分 間 の伸 長 を

35サ イ ク ル行 い,最 後 に72℃ で10分 間伸 長 反応 を行 った。

また,2kbを 超 え る よ うな増 幅 領 域 の長 いlongandaccuratePCR(LA-

PCR)に はTaKaRaLA-TaqPCRKitver.2.1(TaKaRa,大 津)を 使 用 した。

添 付 の 指 示 書 に従 い反 応 液 を調製 し,最 初 の熱 変 性(95℃,3分)を 行 った後,

熱 変 性(95℃,30秒),ア ニー リング(至 適 温度,30秒),伸 長 反 応(72°C,

5分)を35サ イ ク ル と伸 長 反 応(72℃,10分)の 条 件 で 反 応 を行 った。PCR

産 物 は,]SAE緩 衝 液(40mMト リス,40mM酢 酸1mMEDTA,pH8.0)
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に1.5%ア ガ ロ ー スS(ニ ッポ ン ジー ン)を 加 え て加 熱 溶 解 した も の を電 気 泳

動 用 のゲ ル と して使 用 した。 泳 動 用 緩 衝 液 に はTAE緩 衝 液 を用 い,100V定 電

圧 で30分 間電 気 泳 動 を行 った。DNAサ イ ズ マ ー カ ー と して はlkbラ ダ ー,

お よ び100bpラ ダ ー(NewEnglandBiolabs,Beverly,MA)を 使 用 した 。

泳 動 後 の ゲ ル を臭 化 エ チ ジ ウム 溶液(lug/ml;和 光 純 薬)で15分 間染 色,15

分 間 水 洗 した 後,波 長312nmの 紫 外 線 でDNAの バ ン ドを 検 出 した。

(2)ReverseTranscription(RT)-PCR

顎 骨 よ り 得 ら れ た トー タ ルRNAか ら オ リ ゴ(dT)プ ラ イ マ ー と

SUPERSCRIP丁PreamplificationKit(GibcoBRL,GrandIsland,NY)を 用

いて,first-strandcDNAを 合 成 した 。 これ を鋳 型 と して ヒ トア メ ロブ ラ ス チ

ン 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ーAMB25(ア ン チ セ ン ス:5'-

TTCATACTGTTGAGTTrCATGTTCTCTTGG-3'),AMB37(セ ン ス:5'-

TGAGCCTTGAGACAATGAGACAG-3')を 用 い て,PCRを 行 う こ とに よ り

ワニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の断 片 を増 幅 した。

(3)5'-rapidamplificationofcDNAends(5'-RACE)お よ び3'-RACE

完 全 長 の ワ ニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ンcDNAを 得 る た め,5'-RACEKitお よ び3'-

RAcEKit(GibcoBRL)を 用 い て5'一 お よ び3'-RACEを 行 った。5'-RAcE

を行 う に あ た って は,顎 骨 よ り得 られ たlegの トー タルRNAに 対 し,ワ ニ ア

メ ロブ ラ ス チ ン遺 伝 子 特 異 的 な プラ イ マ ー で あ るAMBC3(ア ンチ セ ン ス:5'-

TGTAACCATGGAAATGAAGAGTGTG-3・)を 用 いてfirst-strandcDNA合

成 を行 っ た。 得 られ たcDNAの5'末 端 に夕 一 ミナ ル デ オ キ シヌ ク レオ チ ジル

トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ を用 いて ヌ ク レオ チ ドホ モ ポ リマ ー に ア ンカ ー 配 列 を付 加
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した 後,こ れ を 鋳 型 と して ア ン カ ー プ ラ イ マ ー と ワ ニ ア メ ロブ ラス チ ン遺伝 子

に 特 異 的 な プ ラ イ マ ーAMBC4(ア ン チ セ ン ス:5'-

TGTGGAAGCATGTTCATGTTTTGT-3')を 用 い てPCRを 行 った。3'-RACE

は ア ダ プ タ ー 配 列 を付 加 した オ リゴ(dT)プ ラ イ マ ー を用 いてfirst-strand

cDNAを 合 成 し,続 い て ワニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー,

AMBC2(セ ン ス:5'-CACACTC丁rCAr「TCCATGGTTACA-3)お よ び ア ン

カ ー プラ イ マ ー を用 いてPCRを 行 った。

3サ ブ ク ロー ニ ング,シ ー ク エ ン ス

(1)コ ン ピテ ン ト細 胞 の 作製

コ ン ピテ ン ト細 胞 の作 製 に は,Inoueら(1990)の 方 法 を用 いた。E.coliXL2

株 を テ トラ サ イ ク リン(7.5μg/ml)を 含 むLuria-Bertani(LB)寒 天 培 地 で37℃,

一 晩培 養 した後
,単 一 の コ ロニ ー をSOB液 体 培 地(2%Triptone,0.5%Yeast

Extract,lOmMNaCI,2.5mMKCI,20mMMgCl2,10mMMgSO4)に 接 種

し,18°CでOD600値 が0.6と な る ま で振 盪 培 養 した。 この培 養 液 を氷 冷 水 中

で10分 間冷 却 し,遠 心 して菌 体 を回 収 した。 培 養 液 の1/3容 量 の 氷 冷TB緩

衝 液(lOmMPIPES,15mMCaCl2250mMKCI,55mMMnCI2)に 懸 濁 し,

さ らに10分 間氷 冷 した。 再 び遠 心 して菌 体 を回 収 し,培 養 液 の1/12.5容 量

の 氷冷TB緩 衝 液 に懸 濁 し最 終 濃 度7%と な る よ うに ジ メ チ ル スル ホ キ シ ドを

添加 し,10分 間 氷 冷 した 。 この 菌液 を500yclず つ ク ライ オ ジ ェニ ックバ イ ア

ル(2.Oml;CorningCoaster,Cambridge,MA)に 分 注 し,た だ ち に液 体 窒

素 中 に浸 して使 用 時 まで保 存 した。

(2)サ ブ ク ロー ニ ング
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検 出 した バ ン ドをゲ ル ご とメ ス にて切 り出 し,QIAEXnGelExtractionKit

(QIAGEN)を 用 い て増 幅 したDNAを ゲ ル 中 よ り抽 出 した。 得 られ たDNA

はpGEM=fEasyVectorSystems(Promega,Madison,Wl)に ライ ゲ ー シ

ョン し,こ れ をE.co〃 コ ン ピテ ン ト細胞XL-2に 形 質 転 換 させ た。 ま た,DNA

の 長 さ がlkbを 超 え る と き はTOPOXLPCRCIoningKit(lnvitrogen,

Carlsland,CA)を 用 い,同 様 に形 質 転 換 を行 った。

形 質 転 換 操 作 は 上 記 のE.co〃 コ ン ピテ ン ト細 胞 を 氷 上 で 融 解 し,同 細 胞

200μ1と2yclの プ ラス ミ ド溶 液(100μg/ml)を 混 和 し,氷 水 中 で30分 間保

冷 した。42℃ で30秒 間 保 持 した 後,氷 水 中 で2分 間冷 却 した。 これ に800μ1

のSOC液 体 培 地(2%Triptone,0.5%YeastExtract,lOmMNaCI,2.5mM

KCI,20mMMgCl2,10mMMgSO4,20mMSucrose)を 加 え,37℃ で1時

間振 盪 培 養 した。 必 要 に応 じて 各種 抗 生 物質 を加 え たLB寒 天培 地 に接 種 し,

37℃ で 一 晩 培養 した 。 イ ンサ ー トの有 無 を確 認 した後,LB培 地 を用 い て37℃

で 一 晩 培 養 し,培 養 液 か らABIPrismMiniprepKit(PEAppliedBiosystems,

FosterCity,CA)を 用 い て プ ラ ス ミ ドを精 製 す る こ と に よ って ク ロー ン を得

た。

(3)DNAシ ー ク エ ン ス

シ ー ク エ ンス の鋳 型 とな る プ ラ ス ミ ドは200ycg/mlの 濃 度 に調 製 した 。 サ イ

クル シ ー クエ ンス 反応 の 反 応溶 液 の調 製 はDYEnamicETTerminatorCycle

SequencingKit(AmershamBiosciencesCorp.,Piscataway,NJ)の 製 品

添 付 の 指 示 書 に 従 い,サ ー マ ル サ イ ク ラ ーGeneAmp9600(Applied

Biosystems)を 用 い て 行 っ た 。 反 応 終 了 後,SigmaSpinPost-Reaction
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PurificationColumns(Sigma,St.Louis,Ml)を 用 いて 試 料 を 精製 した。 こ

れ を 自 動DNAシ ー ク エ ン サ ー(373DNAsequencer,PEApplied

Biosystems)に よ って塩 基 配 列 の決 定 を行 った。

4塩 基 配 列 お よ び推 定 ア ミノ酸 配 列 の解 析

DNAの 塩 基 配 列 お よ び推 定 さ れ る ア ミ ノ酸 配 列 の検 討 あ る い は ア ラ イ メ ン

トの 作 製 に は コ ン ピ ュー タ プ ログ ラ ムSeqPup(Gilbert,1995)を 用 いた 。

ア ミ ノ酸 配 列 の疎 水 性 分 析 はKyteとDoolittle(1982)の 方 法 に よ り行 った 。

また,決 定 した配 列 の相 同性 検 索 は ホ モ ロ ジー 検 索 サ ー ビスBし へSTに よ り行

い,既 知 ア メ ロ ブ ラ スチ ン との相 同性 の検 討 は コ ン ピュ ー タ プ ログ ラ ムDotty

Plot(Gilbert,1989)を 使 用 して評 価 した 。 ま た,分 子 系 統 樹 はClustalX

(Thompsonら,1997)お よ びDendromakercomputerprograms

(lmanishi,1995)に よ って 作 成 した 。 な お,こ の分 子 系 統 樹 は近 隣 接 合 法

(Neighbor-JoiningMethod)に 基 づ い て作 製 した(SaitouとNei,1987)。

デ ー タ解 析 に あ た り,ヒ ト(Tbyosawaら,2000),ブ タ(Huら,1997),

ウ シ(GenBankaccessionno.AF157019),ラ ッ ト(Krebsbachら,1996),

マ ウス(Simmonsら,1998)の ア メ ロブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の塩 基 配 列 お よ び推

定 ア ミノ酸 配 列 を参 照 した。

5ワ ニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の 遺 伝 子 構 造 の決 定

各 エ ク ソ ンー イ ン トロ ンの 境 界 領 域 が 増 幅 で き る よ う に プ ライ マー を設 計 し,

表1に 示 す プ ライ マ ーセ ッ トを用 いて ゲ ノムDNAをLA-PCRに て 増 幅 した。

得 られ た増 幅 産 物 を サ ブ ク ロー ニ ン グ シー クエ ンス し,cDNA塩 基 配列 と比

較 検 討 す る こ とに よ って,ワ ニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の 遺伝 子 構 造 を決 定 し
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た 。

6サ ザ ン プ ロ ッ ト解 析

(1)制 限酵 素 処 理

10μgの ゲ ノムDNAを100Uの 制 限酵 素EcoRI,Pstl,Sm∂i,Bg川,Xb∂

1(NewEnglandBiolabs,Beverly,MA)に よ り処 理 した。 反 応 後 の 溶 液 は飽

和PCIを 用 い てDNAを 抽 出 し,100%工 タ ノー ル を加 え,沈 殿 したDNAを

工 タ ノ ール に て洗 浄 後,乾 燥 し,15μ1のTE緩 衝 液 に溶 解 した。

(2)ア ガ ロー スゲ ル 電 気 泳 動

TAE緩 衝 液 に0.7%ア ガ ロ ー スSを 加 え て加 熱 溶 解 した も の を電 気 泳 動用 の

ゲ ル と して使 用 した 。 泳 動 用 緩 衝 液 に はTAE緩 衝 液 を用 い,定 電 圧(30V)

で16時 間電 気 泳 動 を行 った。DNAサ イ ズ マ ー カ ー と して はlkbラ ダ ー(New

EnglandBiolabs)を 使 用 した 。 泳 動 後 のゲ ル を臭 化 エ チ ジ ウム 溶 液 で15分

間染 色 後,波 長312nmの 紫 外 線 でDNAの バ ン ドを検 出 した。

(3)サ ザ ン トラ ン ス フ ァー

泳 動 後 ア ガ ロー スゲ ル を ア ル カ リ溶 液(1.5MNaCl,0.5MNaOH)に30分

間,つ い で 中和 溶 液(1.5MNaCI,1MTris-HCi;pH7.4)に30分 間浸 潤 させ

た。 この ア ガ ロー ス ゲル を ナ イ ロン膜(Hybond-N+,AmershamBiosciences

Corp.)に 密 着 させ,20×SSPE(3MNaCI,173mMNaH2PO4,25mMEDTA)

を用 いて,DNA断 片 を ナ イ ロ ン膜 上 に転 写 した。DNAの 転 写 され た メ ン ブ レ

ン は ク ロ ス リ ン カ ー(CL-1000UL]-RAVIOLETCROSSLINKER,UVP.INC.

Upland,CA)を 用 いて紫 外 線 を 照射 す る こ と に よ り固 定 した。

(4)プ ロ ー ブの 作 製
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ワ ニ下 顎 骨 か ら得 られ たcDNAを 鋳 型 と し,ワ ニ ア メ ロ ブ ラ スチ ン遺 伝 子 に

特 異 的 な プ ラ イ マ ーAMBC6(ア ン チ セ ン ス:5'-

CCTGTGTTAArrCTGGGGCTGTAG-3')お よ びAMBC7(表1)を 用 いてPCR

を行 った 。得 られ たPCR産 物 はpGEM」TEasyVector(Promega)を 用 い

てサ ブク ロー ニ ング を行 い,プ ラス ミ ドを調 製 した。1μgの プ ラス ミ ドを制 限

酵 素EcoRlで 処 理 した後,1.5%ア ガ ロー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し,プ ロー ブ とな

るDNA断 片(379bp)を 得 た。DNA断 片 の 標 識 はRandomPrimerLabeling

KitVer.2(TaKaRa)お よ び[α 一32P]dCTP(37Mbq/mmol;Amersham

BiosciencesCorp.)を 用 い て ラ ン ダ ム プ ライ マ ー 法 に よ り行 った 。 反 応 溶 液

の調 製 お よ び 反応 条件 は添 付 の指 示 書 に従 った 。

(5)サ ザ ン 八 イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン

DNAボ トル(ク ラ ボ ウ,倉 敷)に 転 写 後 の ナ イ ロ ン メ ン ブ レン を 入 れ,八

イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液[5×SSPE,50%ホ ル ム ア ミ ド,0.5%SDS,5×

Denhard試 薬(0.1%Fico11400(和 光 純 薬),0]%ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ドン

(Sigma),0.1%BSA(Sigma),5μg/mlサ ケ精 子DNA(和 光 純薬))を 加 え,

DNAオ ー ブ ン(ク ラボ ウ)を 用 い て10-20rpmで 回転 させ な が ら42°Cで2

時 間 プ レ八 イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 った。 プ レ八 イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液

を捨 て,新 し い八 イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン溶 液 と交 換 した後,標 識 した プ ロー ブ

を加 え た。42°Cで16時 間10-20rpmで 回 転 させ な が らイ ンキ ュベ ー シ ョン

を行 った。ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン終 了後,ナ イ ロ ン膜 は1次 洗 浄 液(2×SSPE,

0.1%SDS)を 用 いて42℃ のイ ンキ ュベ ー タ 内 で10分 間,さ らに2次 洗 浄 液

(0.1×SSPE,0.1%SDS)を 用 いて65°C,10分 間洗 浄 した 。得 られ た ナ イ
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ロ ン膜 を 一80℃ に て1週 間,X線 用 フ ィル ム(XAR5,Kodak,Rochester,

NY)]に 露光 させ て オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー を 行 った 。

7ワ ニ ア メ ロ ブ ラス チ ン遺 伝 子 の発 現

ワ ニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン遺 伝 子 の発 現 を検 討 す る た め,顎 骨,頸 骨,心 臓 脳

肝 臓 か ら得 た トー タルRNAを 用 いてRT-PCRを 行 った。PCRは3組 の ワ ニ

ア メ ロ ブ ラス チ ン遺 伝 子 特 異 的 プ ライ マ ー,AMBC1(表1)とAMBC3(表

1),AMBC5(セ ン ス:5'-ACAACGGAAGATGATAACCCTGCTA-3')と

AMBC6(前 記)お よびAMBC6とAMBC7(表1)を 用 いて 行 い,八 ウス

キ ー ピン グ遺 伝 子 で あ るGIycerol3-phosphatedehydrogenese(GAPDH)

に 特 異 的 な プ ラ イ マ ーGAPDHI(セ ン ス:5'-

ATGGTCTACATGTTCMARTATGA-3'),GAPDH2(ア ン チ セ ン ス:5'-

CAAAG]rrGTCR丁KGATGACCTT-3')を コ ン トロー ル と して使 用 した。

8組 織 切 片 の作 製

実 験 に は生 後1ヶ 月 の メ ガ ネ カイ マ ン ワニ(RepJapan,静 岡)を 用 いた 。

ワニ に ネ ン ブ タ ー ル(50mg/kg体 重)(大 日本 製 薬,大 阪)の 腹 腔 内 注 射 に

よ る全 身麻 酔 を施 し,左 心 室 に5単 位/mlヘ パ リン(ア ペ ン デ ィ ス フ ァー マ,

東 京)を 含 む 生理 食 塩 水 を注 入 した後,6%パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド(PFA)(0.1M

リン酸 緩 衝 液(PB)に てpH7.4に 調 製)灌 流 固 定 を行 った。 顎 骨 乙 と歯 を採

取 し,可 能 な 限 り軟 組 織 を 除去 した 。 固 定液 の 浸 透 を良 好 にす る た め,顎 骨 を

2分 割 した。 続 いて 同固 定 液 に て4℃ で 一 晩 固 定 し,0.1MPBに て 洗 浄 を行

った後,15%グ リセ リン を加 えた10%エ チ レ ン ジア ミン4酢 酸2ナ トリウ ム

(EDTA2Na)(同 仁 化 学 研 究 所,熊 本)溶 液 に て約10日 間低 温脱 灰 を 行 った。
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なお,脱 灰液 は1-2日 毎 に交換 した。

脱灰終 了後,0.1MPBに て洗 浄 し,パ ラフ ィン包埋 を行 った。歯 を含む顎

骨を矢状断にて3μm厚 の連続切片 を作成 し,シ ランコー トス ライ ドガラス(松

波硝子,大 阪)に 貼付 した。 各々 のサ ン プル の代表 として一部の切片にはヘマ

トキシリンーエオジン(HE)染 色 を行 った。

9抗 ワニアメ ロブラスチ ンポ リク ローナル抗体の作製

抗体を作製するにあたってワニアメロブラスチンのN末 領域 およびC末 領

域 に推定 ア ミノ酸配列 をも とにその配列 と一致するペプチ ドを作製 した。すな

わ ちN末 端 を シ ス テ イ ン 化 し た ア ミ ノ 酸 残 基12-27(NH2-

CG丁GFALPMYPQHTGTR-COOH)(Alペ プチ ド)お よ び385-400(NH2-

CTLMAGNGAEQPQVMQD-COOH)(A4ペ プチ ド)に 相 当す るペ プチ ドを

AppliedBiosystemsSynthesizer(AppliedBiosystems)に て合 成 した後,

高性能液体 ク ロマ トグラ フィー によって精製 し,ア ミノ酸分析を行 った。各 ペ

プチ ドをImjectMaieimideActivatedmcKLHKit(Pierce,Rockford,IL)

を用 いてキ ャ リアタ ンパ クであ るキーホール リンペ ッ トヘモシアニンと結合 さ

せ免疫原 とした。初回の免疫 にはフロイント完全アジュバン ト(Difco,Franklin

Lakes,NJ)と,2回 目以降の免疫 にはフロイ ン ト不完全アジュバント(Difco)

ととも に超音波処理 にて混和 し,油 中水 型乳剤 を作製 した。 この乳剤をニュー

ジーラン ドホワイ トラビット(北 山 ラベ ス,長 野)の 背部皮下 に2週 間毎 に注

射 し,免 疫 を行 った。各免疫処置 の2週 間後 に耳介 静脈 よ り採血 し,抗 体価 の

上 昇 した血 清 をAlペ プチ ドあ るいはA4ペ プチ ドを結合 させ たSulfoLink

Column(Pierce)に よ りア フィニ テ ィー ク ロマ トグ ラフィーを行い,精 製 し
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た。

10リ コンビナン トワニアメ ロブラスチンによる抗体の評価

(1)リ コンビナン トワニアメ ロブラスチンの作製

ワニアメロブラスチン遺伝子のコー ド領域のうちシグナルペ プチ ドに相当す

る 配 列 を 除 外 したcDNAはPlatinumPfx(lnvitrogen)を 用 いてPCRを 行 う

こ と に よ り 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー はCAMBF5(セ ン ス:5'-

CGCGGA「CCGCGTTTGCTTTGCCAAT-3')とCAMBR2(ア ン チ セ ン ス:

5'-GGAArrCCAAGTAτGCTCAGGGCTC丁fGGAAAT-3')を 使 用 した。 これ

をpGEM」TEasyVector(Promega)に ライ ゲ ー シ ョン し,サ ブク ロー ニ ン

グ を 行 った 。

作 製 し た プ ラ ス ミ ド お よ び 発 現 ベ ク タ ーpGEX6P-1(Amersham

BiosciencesCorp.)を 制 限 酵 素EcoRI,B∂mHI(NewEnglandBiolabs,

Beverly,MA)に て処 理 し,Quick凵gationKit(NewEnglandBiolabs)を

用 いて ライ ゲ ー シ ョン反 応 を行 った。 反 応 生 成 物 を コ ン ピテ ン ト細 胞Rosetta

(Novagen,Madison,Wl)に 形 質 転 換 した 。 挿 入 配 列 の方 向 と リー デ ィン グ

フ レー ム は シ ー ク エ ン ス を 行 う こ と に よ り確 認 した 。 これ を ア ン ピ シ リン

(100μg/ml)と ク ロ ラム フ ェニ コール(lOOug/ml)を 含 有 した200m1のLB

培 地 にて 分 光 光 度 計Ultrospec1100pro(AmershamBiosciencesCorp.)

にお け るOD550値 が0.4に 達 す る ま で37℃ で 振 盪 培養 した。Isopropylthio一

β一galactoside(IPTG,Sigma)を 終 濃 度 が0.1mMと な る よ う に加 え た後,

さ ら に20°Cで24時 間 振 盪 培 養 を 行 っ た 。 菌 体 を100mMの

phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF,和 光 純 薬)を 含 有 す るPBSTに よ り
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懸 濁 し,超 音 波 発 生 器(UD-201,ト ミ ー精 工,東 京)を 用 い て超 音 波 破 砕 し

た。遠 心 後 の上 清 を グル タ チオ ンセ フ ァロ ー ス ビー ズ(GlutathioneSepharose

4B(AmershamBiosciences)を 用 い て精 製 し,GST一 ワニ アメ ロブ ラ ス チ ン

融合 タ ン パ ク を得 た 。5mlの 融合 タ ンパ クを セ ル ロー ス膜 チ ュー ブ(Seamless

CelluloseTubing,SmallSize18,和 光 純 薬)に 注 入 した 後,プ ロテ ア ーゼ 緩

衝 液(50mMト リス塩 酸 緩 衝 液150mMNaCl,1mMEDTA,1mMジ チ

オ ス レイ トー ル(pH7.5))を 用 い て4℃ にて 一 晩 透 析 を行 っ た。透 析 終 了後,

3UのPreScissionProtease(AmershamBiosciences)を 加 え,4℃ で4

時 間反 応 させ,再 び グル タ チ オ ンセ フ ァ ロー ス ビー ズ を用 いて 精 製 し,リ コ ン

ビナ ン トワニ ア メ ロ ブ ラス チ ンを得 た 。

(2)SDS-PAGE,ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト分 析

リ コ ン ビ ナ ン トワ ニ ア メ ロ ブ ラ ス チ ン に2xSDS-PAGEsampleloading

buffer[SL緩 衝 液:ト リスー塩 酸 緩 衝 液(pH6.8),100mMジ チ オ ス レイ ト

ー ル(和 光 純 薬)
,20%グ リセ リン]を 加 え,95°Cで5分 間加 熱 してSDS-PAGE

用 試 料 と した 。SDS-PAGEはLaemmli(1970)の 方 法 に従 って行 った 。4-20%

の ア ク リル ア ミ ドグ ラ ジエ ン トゲ ル(PAGミ ニ 「第 一 」4/20,第 一化 学薬 品,

東 京)を 使 用 し,タ ン パ ク 分 子 量 マ ー カ ー に はKaleidoscopePrestained

Standards(BiO-RAD,Hercules,CA)を 用 い,室 温,定 電 流(40mA)下

に て 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 ゲ ル を0.25%ク マ シ ー ブ リ リア ン トブ ル ーR-250

(Sigma)を 含 む メ タ ノー ルー酢 酸 一水(50%-5%-45%)混 合液 で30分 染 色 し,

メ タ ノ ー ルー酢 酸 一水(5%-7%-88%)混 合 液(脱 色 液)で 脱 色 す る こ と で,タ

ンパ ク のバ ン ドを 可視 化 した。
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SDS-PAGE後,セ ミ ドライ 式 プ ロ ッテ ィ ン グ 装 置(Trans-blotSD,BlO-

RAD)を 用 い て プ ロ ッテ ィ ング 緩 衝 液[ト リス(25mM),グ リシ ン(192mM),

SDS(0.05%),メ タ ノ ール(20%)]の 存 在 下 で 定 電 圧(10V)に て50分 間

通 電 す る こ とに よ りア ク リル ア ミ ドゲ ル 層 か らポ リ ビニ リジ ン フ ル オ ライ ド

(PVDF)転 写 膜(lmmobilon,Millipore,Bedford,MA)へ 転 写 した。このPVDF

膜 を2%BSA(Sigma)と0.05%TritonX-100を 含 むPBS(PBST)溶 液 中

に浸 して 室 温 で1時 間振 盪 す る こ と に よ りブ ロ ッキ ング を行 った 。PVDF膜 を

PBSTで 洗浄 後,ウ サ ギ 抗 ワニ ア メ ロブ ラス チ ン抗体A1,A4(以 下 そ れ ぞ れ

抗Al抗 体 抗A4抗 体)をPBST溶 液 を用 いて そ れぞ れ2000倍,2500倍

に希 釈 した もの と とも に4℃ で 一 晩 振 盪 し,反 応 させ た。 つ い で,PBST溶 液

で3回 洗 浄後,PBST溶 液 で2500倍 に希 釈 した アル カ リフ ォス フ ァタ ー ゼ標

識 の ブ タ抗 ウサ ギ 免疫 グ ロ ブ リン抗 体(Dako,Glostrup,Denmark)と 室温 で

1時 間 反 応 させ た 。PBST溶 液 で3回 洗 浄 後,100mM塩 化 ナ トリウム,5mM

塩 化 マグ ネ シ ウム を含 む100mMト リスー塩 酸 緩 衝 液(pH9.5;AP緩 衝 液)で

洗 浄 し,5一 プ ロモー4一ク ロ ロー3一イ ン ドリル リ ン酸p一 トル イ ジン塩(和 光 純 薬)

とニ トロ ブル ー テ トラ ゾ リウム ク ロ リ ド(和 光 純 薬)を 発 色 基 質 と して添 加 し,

バ ン ドを可 視 化 した 。

11免 疫 組 織 化 学

免 疫 染 色 はstreptavidin-biotincomplex(SABC)法 に よ って 行 っ た。 切

片 は脱 パ ラ フ ィ ン後,Dakoペ ン(ダ コ ・ジ ャパ ン,京 都)に よ る マ ー キ ン グ

を行 っ た 。 非 特 異 的 反 応 を 阻止 す る た め,1%ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン含 有 ト リス

緩 衝 生 理 食 塩 水(pH7.6;TBS-BSA)で 希 釈 した正 常 ブタ血 清(1:10)(Dako)
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と30分 間反応 させた。次 にTBS-BSAで 希釈 した抗 ワニアメ ロブラスチン抗

体(一 次抗 体)と4°Cで 一 晩反応 させた。 なお,一 次 抗体 の希釈倍 率 はi:10

(抗Al抗 体),1:50(抗A4抗 体)と した。 その後 二次抗体 とした ビオチ

ン標識ブタ抗 ウサギlgG抗 体(1:1000)(Dako)と 室温 にて40分 間反応 さ

せ た後0.6%過 酸化水素(和 光純薬)を 添加 したメタ ノールに15分 間浸積 し,

内因性ペルオ キダーゼ活性 を不活化させた。続いてTBS-BSAで 希釈 したペル

オ キ シダーゼ標 識ス トレプ トアビジンー ビオチン複合体(1:100)(Dako)と

30分 間反 応 させて免疫染色 を行 った。免疫反応産物の発色は0.02%3,3'一 ジ

アミノベ ンチジン ・4塩 酸(DAB)(同 仁化 学研 究所)と0.02%過 酸化水素水

を含 む0.05Mト リスー塩 酸緩衝液(pH7.6)で5分 間反応 させた。以上の免

疫組織化 学的染色の各ステ ップの終了後 には切片を4°CのTBSで 充分洗浄 し

た。各々 の切片 は,メ チルグ リー ンによ り,対 比核染色 を行 い,脱 水 透徹後,

MGK-S(松 波硝 子)で 封入 した。
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結果

1ワ ニ アメロブラスチ ンcDNA塩 基 配列 お よび推 定ア ミノ酸配列

アミノ酸のコー ド領域を全て含んだ完全長のワニアメロブラスチンcDNAは

オ ー1一 ラ ップ した3つ の断片 クロー ン(5'RACE,プ ライマーAMB25と

AMB37,3'RACEで 得 られた クロー ン)を 統合 する ことによ り得 た(GenBank

accessionno.AYO43290)。 塩基配列 および推 定アミノ酸配列を図1に 示す。

ワニアメロブラス チンcDNAは1221塩 基407ア ミノ酸残基か ら成るオー

プン リーデ ィングフレーム(ORF)を 含 む1909塩 基か ら構 成 されて いた。125

塩基 か らな る5'非 翻訳領域(UTR)に 続 き,126位 か ら翻訳領域 が開始 し,1349

位 で終止 していた。そ の下流 には560塩 基 か らなる3'UTRが 存在 し,推 定 さ

れるポ リアデニ レーシ ョンシグナル配列(Poly-Aシ グナル;AATAAA)は1443

位,1646位,1823位 の3箇 所 に認め られた。なお,得 られたク ローンには

さらに2種 類 の異な ったク ローンが存在 した。一つはエクソン3に 相当す る,

16ア ミノ酸残基 を コー ドした48bpが 全 く欠失 したク ロー ンであ り,も う一

つ は3'uTRが1443位 に存在す る第一 のPoly-Aシ グナル にて終止 したクロ

ー ンであ った。

塩基配列より推定されるアミノ酸配列から,ワ ニアメロブラスチンはN末 領

域 に16個 のア ミノ酸残基 か らなる疎水 性のシグナルペプチ ドを有 していた。

また,推 定分 子量 は42.5kDaで あ り,予 測 等電点 は5.39で あ った(表2)。

さらに,ワ ニ アメ ロブラスチ ンのア ミノ酸構成比率は哺乳類のそれに酷似 し,

プロ リン(13%),グ リシン(11%),ロ イ シン(9%),ア ラニ ン(8%)に 富

み,シ ステイ ンを含有 して いなか った(図2)。 哺乳類 アメ ロブラスチンの推

20



定アミノ酸配列 と比較 し,相 同検索 を行 った結果 において,ワ ニアメロブラス

チンは既知 の哺乳類のアメロブラスチンと相同性を示 した(47%～38%)。 図

3に 示す ように,ア ミノ酸配列 の疎水性分析 の結果を比較 しても,疎 水性の シ

グ ナルペ プチ ド部 に続 いて短い親水性のアミノ酸残基が配列 し,そ の後 は疎水

性 と親水性領域 は交代 して現れ,最 後のC末 領域 は親水性 で終わ るという哺乳

類 アメロブラスチンに認められる特徴は共通 していた。図4に ワニ と ヒ トのア

メロブラスチ ン推定アミノ酸配列による ドッ トプロットマ トリクス分析の結果

を示す。C末 領域 に比べN末 領域 に多 くの ドッ トが ライ ン上に位置 してプロッ

トされ,N末 領域 の保存性 が極 めて高 い ことを示 している。図5に ワニと哺乳

類の アメロブラスチ ン推定アミノ酸配列 によるマルチプルアライメン トを示す。

哺乳類で保存されている3つ の リン酸化部位 のうち,プ ロテイ ンカイネースC

に対す る リン酸化 部位 は認 め られなかったものの,残 り2つ の プロテイ ンチロ

シンカイネース,カ ゼイ ンカイネースllに 対す る リン酸化部位 はア ミノ酸残基

第87座 位227座 位 に保 存 されていた。 これ らの周辺領域におけるアミノ酸

配列の保存性は高 く,特 にN末 側 の リン酸化 部位 である第87座 位周辺 は第83

座位 か ら第104座 位 にかけての22ア ミノ酸残基 は極 めて高 い保存性を示 した。

なお,C末 領域の保存性 はN末 領域 に比べ て低 いものの,数 個のア ミノ酸残基

か らなる高度 な保存領域が散在 していた。さらに,推 定 され た翻訳開始 アミノ

酸残基 メチオニン(図5,コ ンセ ンサス配列 の第6座 位;#で 示す)は,哺 乳

類 で推 測 されて いた位置 とは一致せず,さ らに10残 基C末 寄 りに存在 するも

う一つの保 存 されたメチオニン(第16座 位;##で 示 す)と 一致 して いた。
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2ア メ ロブラスチンの分子系統樹

図6に 推 定ア ミノ酸配列 を基 に作製 した分子系統樹を示す。ワニアメロブラ

スチンは哺乳類のアメロブラスチンが構成するクラスターの外側 に位置 し,既

知 の系統 的位置 関係 を示 した。

3ア メロブラスチン3'UTRの 保存性

ワニおよび哺乳類 アメロブラスチン遺伝子の3'UTRの 塩基配列か ら作製 した

マル チプル アライメン トを図7に 示 す。哺乳類 アメロブラスチン間では塩基数

もほぼ一致 しており,そ の相同性 は78%以 上 を示 した。 ワニと哺乳類 の間で

は塩基数 こそワニがやや多いものの,相 同性 は50%を 示 し,8カ 所 の保存性

に富んだ領域(図7の 囲みで示す)が 認 められた。 さらにこれ らの塩基配列か

ら分子系統樹を作製 したところ(図8),そ の位置関係 は既知の位置 関係 を呈 し

たが,哺 乳類 アメ ロブラスチ ン枝の長 さはどれも非常に短 く,哺 乳類 アメ ロブ

ラスチンが ワニアメロブラスチンに対 して一つクラスターを形成 していた。

4ワ ニアメロブラスチン遺伝 子構造

ワニおよびヒトアメロブラスチン遺伝子の遺伝子構造の模式図を図9に 示す。

ワニアメロブラスチンのエクソンーイン トロン境界部の塩基配列およびイン ト

ロンの長さを表3に 示す。 ワニ アメロブラス チンは11個 のエク ソンか ら構成

され,ゲ ノムDNAか ら得 られた塩基 配列はcDNAの34-1809位 における塩

基配列 を全 て含 んでいた。判明 した全てのスプライス部位のイントロン相はコ

ドンとコ ドンの間にスプライスするタイプ0で あ り,ス プライス供与部位 は

`GT'で 始 ま り
,ス プライス受容部位 は`AG'に 終止 して いた。13個 のエ

クソンか ら成 る ヒ トアメロブラスチンにおいて重複配列であることが判 ってい

るエクソン7,8,9の うち,ワ ニアメロブラスチンにお いてはエクソン8,9
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に相当する配列は存在 しなかった。なお,比 較 したワニ5匹 のゲ ノムDNAと

cDNAの 塩基配列 にポ リモル フィズム は認められなかった。

5サ ザ ンプロッ ト解析

ワニ アメロブラスチンcDNAの792-1173位 に対応す るDNA塩 基 配列

(379bp)をPCRで 増幅 し,サ ブク ローニ ング後,コ ンピテ ン ト細胞 に形質

転換 し,増 幅 した プラス ミ ドを制限酵素で処理することでプローブを作製 した。

これを用 いて,ワ ニゲ ノムDNAの 制限酵素(EcoRI,Pstl,Sm∂1,Bg川,

Xb∂1)消 化産物 に対 してサザ ンプロッ ト解析を行った。結果を図10に 示 す。

用 いた5種 類すべての制限酵素産 物 に対 して陽性で,オ ー トラ ジオグ ラム上 で

単一のパ ン ドとして認められた。

6ワ ニアメ ロブラスチ ン遺伝子 の発現

摘出 した5種 類 の組織(顎 骨,頸 骨,心 臓,脳,肝 臓)の トー タルRNAよ

り合成 したcDNAを 鋳 型 と してPCRを 行 い,各 組織 にお けるアメ ロブラスチ

ン遺伝子の発現を検討 した。図11に 結果 を示す。 ポジティブコン トロールと

して,八 ウスキー ピング遺伝子 であるGAPDHに 特異的な プライマーセ ッ ト,

GAPDHIとGAPDH2を 用 いてPCRを 行 った場合,す べての組織か ら得 られ

たcDNAか らほぼ一致 した増幅度 と長 さを示す単一バンドが増幅された。一方,

ワニアメ ロブラスチン遺伝子特異 的な3つ の プライマーセ ッ トAMBC1と

AMBC3,AMBC5とAMBC6,AMBC6とAMBC7を 用 いてPCRを 行 っ

た場合 には,顎 骨由来 のcDNAを 鋳 型 と した場合 には,予 測 した長 さ と一致す

るlllbp,256bp,381bpの 単一のパ ン ドが認め られた。 しかしながら,頸

骨,心 臓,脳,肝 臓 由来 のcDNAか らは全 く何 も増幅されなか った。なお,GAPDH
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に特異的なプライマーによって得 られたGAPDHcDNA断 片はク ローニング後

に シークエ ンス し,ワ ニGAPDHcDNA(GenBankaccessionno.

AYO43291)で あることを確認 した。

7抗 ワニアメ ロブラスチンペ プチ ド抗体の特異性の評価

図12に 得 られた リコン ビナン トタンパ クのSDS-PAGEの 結果を示す。

SDS-PAGE上 でGST一 ワニアメ ロブラスチン融合 タ ンパクは分子量81kDaの

単一バ ン ドとして認 め られ,PreScissionProtease処 理後 の ワニアメ ロブラ

スチン リコン ビナン トタンパクは分子量55kDaの 単一バ ン ドと して分 離 され

た。 図13に 抗Al抗 体 あるいは抗A4抗 体 を用 いて行 った ウエ スタンブロッ

ト分析結果を示す。ウエスタンブロット分析においては,抗Al抗 体 を使用 し

た場合 においても,抗A4抗 体 を使用 した場合 においても反応は約55kDa付

近 のバ ン ドとして確認 された。 この反応はそれぞれの抗体の抗原ペプチ ドとと

もに反応させた場合(抗Al抗 体 とAl抗 原 抗A4抗 体 とA4抗 原)に は消

失 したが,異 な った抗原ペ プチ ドとともに反応させた場合(抗A1抗 体 とA4

抗原 抗A4抗 体 とAl抗 原)に は影響を受 けなか った。 この ことから,抗Al

抗体 と抗A4抗 体 はワニアメロブラスチンの異なる領域(N末 領域 とC末 領域)

を認識す る事が確認 された。

8ワ ニ歯胚 におけるアメ ロブラスチンの免疫組織化学染色

(1)エ ナメル基質分泌 開始以前 におけるアメロブラスチンタンパクの分布

エナメル芽細胞ならびに象牙芽細胞が分化する前の時期の歯胚の免疫組織学

的染色像 とHE染 色像 を図14A-Cに,エ ナ メル基質分泌開始 されて いない

象牙質形成開始期の同像を図14D-Fに 示す。HE染 色像でエナメル器 の形成
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が確認 される時期(図14A)に お いて,そ れ を構成 するエ ナメル上 皮細胞や

歯乳頭細胞 に抗Al抗 体,抗A4抗 体 への反応 はともに認め られなかった(図

14B,C)。 エナメル器 が さらに発達 し,象 牙質基質の分 泌が開始 され た時期

(図14D)に お いて も,前 エナ メル 芽細胞 や象牙芽細胞 をはじめエナメル器

に反応は全 く認められず(図14E,F),ア メ ロブラスチ ンの存在 は確 認で き

なかった。

(2)エ ナ メル基質分泌期 にお けるアメ ロブラスチンタンパクの分布

エナメル基質分泌期のHE染 色像(図15A,B)と 免疫組織 学的染色像(図

15C,D)を 示す。HE染 色像 にお いて,エ ナメル芽細胞 の高 さの発達 と分泌

が開始されたエナメル基質の均一な染色が認められるこの時期(図15B)に,

抗Al抗 体 に対す る反応 もまた分泌 され たエナメル基質全体に一様に認められ

た。特にエナメルー象牙境の反応は強 く(図15C),分 泌 されたエナメル基質

層 の幅が広 くなるほどその強度は増 している。なお,象 牙質 における反応 は認

め られな いかあるいは認められても非常に弱 く,エ ナメル芽細胞 および象牙芽

細胞 における反応は全 く認められなかった。一方で,抗A4抗 体 に対す る反応

はエナ メル基質 に均一には認められず,エ ナメル芽細胞 と接す る一層 に限局 し

て反応が認められ(図15D),そ の他 のエナメル基質領 域で は,反 応 は認 め ら

れな いか あるい は認 められても非常に弱かった。象牙質や象牙芽細胞における

反応は全 く認められなか ったが,エ ナ メル芽 細胞内 には粒状 の反応が多数認め

られた。

(3)エ ナ メル基質成熟期前期 にお ける アメロブラスチンタンパクの分布

エナメル基質成熟期前期のHE染 色像(図16A)と 免疫組織 学的染色像(図
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16B,C)を 示 す。HE染 色像 にお いて,エ ナメル基質 の分解 と吸収 石灰化

が進行 していると考えられるこの時期(図16A)に おいても,抗Al抗 体 と

抗A4抗 体への反応 は異な り,そ れぞれの局在 は分泌期 のそれ と一致 していた。

すなわち,抗Al抗 体 に対 す反応 は残存 するエナメル基質全体に認められ,エ

ナメル ー象牙境 の反応 は強か った(図16B)。 抗A4抗 体 に対する反 応 はエナ

メル芽細胞 と接する一層に限局 して反応が認め られ(図16C),エ ナメル 芽細

胞内に は粒状 の反応 が多数認められた。

(4)エ ナメル基質成熟期後期 における アメ ロブラスチンタンパクの分布

エナメル基質成熟期後期の免疫組織学的染色像 とHE染 色像 を図17に 示 す。

HE染 色像 にお いて,エ ナメル基質 の石 灰化 がほ ぼ完了 していると考えられる

この時期(図17A,B)に お いて,エ ナメル基 質分泌期 か ら成 熟期前期 にか

けてエナメル基質に均一に認められた抗Al抗 体 に対する反応 は基質 が分解 さ

れ るに従 って消失 し,成 熟期後期 に至 っては ほとん ど認められなくなった(図

17C,D)。 また,エ ナメル ー象牙境 に強 く認 め られた反応も同様 に減少 し,

やは り同時期 にはほ とん ど認 め られなくなった。反対に,抗A4抗 体 に対 する

反応 はエ ナメル芽細胞内に認められる粒状の染色は基質が分解されるに従って

減少するものの,エ ナメル芽細 胞 と接す る一層 に限局 した反応 とともに成熟期

後期においても継続 し,石 灰 化の完了時期 に消失 した(図17E,F)。
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考察

これまでアメロブラスチン遺伝子はKrebsbachら(1996)に よ ってラ ッ

トか らク ローニ ング されたのをきっかけとして,ブ タ(Huら,1997),マ ウ

ス(Simmonsら1998),ウ シ(GenBankaccessionno.AF157019)お

よび ヒ ト(Toyosawaら,2000)と 次々 とク ロー ニング されて きた。 これ ら

哺乳類 アメロブラスチン遺伝子群の塩基配列から求め られた推定アミノ酸配列

を比較す ると,ア ミ ノ酸 の構 成 比 率 や そ の他 の特徴 も極 めて類似 してお り

(Tbyosawaら,2000),ア ミノ酸配列 は58～93%の 相 同性 を示 した。 これ

らの極 め て高 い相同性から,機 能 遺伝 子 としてのアメ ロブラスチンは進化の過

程で負の選択圧がかか り,保 存 された遺伝子 である と考 え られたため,哺 乳類

以外 の動物 においても同遺伝子の存在が予測できた。

ここ数年来,爬 虫類 の ワニか ら歯 に関係 した遺伝子のクローニングがなされ

てきた(Toyosawaら,1998,1999)。 ワニは,哺 乳類が直接分岐 し,哺 乳

類 の祖 先 とな った爬 虫類 とは異なった祖竜類の唯一の生き残 りであると考えら

れている(Ferguson,1981)。 しか しなが らワニは,他 の爬虫類 とは異な り,

歯 が歯槽 に歯根膜 を介 して顎 骨に植立されているという,哺 乳類 と類似 した特

徴 を有 して いる(Mclntoshら,2002)。 これ はおそ らく,隔 た った種 間で あ

っても同 じ環境 で生活 した結果,類 似 の形態 学的特徴 を有す る現象,収 斂進化

の結 果で ある と思われるが,ワ ニ は爬 虫類 か ら哺乳類への進化においてこのよ

うな"生 きた化石"と しての形態 を有 してお り,歯 の進化 を研究 する上 で非常

に有意義で興味深い生物である。
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そこで,爬 虫類 にお けるアメ ロブ ラス チン遺伝子の有無を検討するため,ワ

ニを用 いて相 同遺伝子 のcDNAク ローニ ングを行 った ところ,哺 乳類 のアメロ

ブ ラスチ ン遺伝子 と多 くの共通な特徴 を有する遺伝子を同定することに成功 し

た。

1ワ ニアメロブラスチン遺伝子 の同定 とその特徴について

得 られた塩基配列よ り推定 した同タンパクのアミノ酸構成比率は哺乳類アメ

ロブラスチンと同様にシステインを含有せず,プ ロ リン,ロ イ シン,ア ラニ ン,

グ リシンに富んで お り(図2),哺 乳類 で4.54～5.54と 予測 され るタンパ クの

等 電点 は5.39で あ り,39.3～45.3kDaと 推定 される分子量 は42.5kDaで あ

った(表2)。 また,ア ミノ酸 配列 の疎水性 分析 の結果においても,タ ンパ ク

の疎水性 ・親水性領域 の配置は哺乳類のそれ と類似 していた(図3)。

アミ ノ酸 配列 の相 同性 は哺乳類 とワニの間で38～47%で あ り,そ れほ ど高

い値 ではなか ったが これはアメロブラスチンのN末 のアミノ酸配列 は高度 に

保存 されているものの,C末 領域 は一部 の断片的なペプチ ドを除いて保存性が

低いこと(図4)が 原 因である と考 え られ た。 さ らに,哺 乳類 で保存 されて い

る3つ の リン酸化部位 の うち,2つ の リン酸化部位 は保 存 されてお り,こ れ

らの周辺領域 におけるア ミノ酸配列も保存性が高かった(図5)。N末 側 の リン

酸化部位 である第87座 位(図5,コ ンセ ンサス配列 の第111座 位)周 辺 は第

83座 位 か ら第104座 位(図5,コ ンセ ンサス配列 の第107～128座 位)に

かけての22ア ミノ酸残基が哺乳類 と比 較 して も,2つ の置換 と1つ の挿入が

認 め られ るだけの極 め て高い保存性を示 した。また,第227座 位(図5,コ

ンセ ンサス配列 の第295座 位)の リン酸化部位 はセ リンーセ リンーグルタミ
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ン酸一グルタミン酸 というカゼインカイネースHに 対するモチーフが全 ての動

物 に保 存されていた。分子進化学においては,タ ンパ クにおいて重 要な機能 を

司る領域はそ うでない領域よりも進化速度が数倍遅 くな り,保 存 され る と考 え

られて いる。進化速度 とは経時的に蓄積する変異の比率のことであるが,一 般

的 に,一 座位 あた りの分 子が1年 あた りに どの ぐらい変異 するかを表す確率的

な値であ り,機 能遺 伝子 の場合 平均 が0.9×10曽9/ア ミノ酸座 位/年(Liら,

1985)で ある。つ ま り,あ るア ミノ酸 に着 目 した場合,そ のア ミノ酸 が変異

す るの は11億 年 に1回 とい うことにな る。 た とえば インス リンはその前駆

体であるプロインス リンがA,B,C3つ のペ プチ ドに切断 され,機 能 を発揮

するが,そ の うちのCペ プチ ドは早期 に除去 されて,イ ンス リンの機 能 はA,

Bペ プチ ドが担 っている。 この場合Cペ プチ ドの進化速度 は2,4×1σ9/ア ミ

ノ酸座位/年 であ るのに対 して,ABペ プチ ドの進化速度 は0.4×io-9/ア ミ

ノ酸座位/年 で あ り,非 機能 ペ プチ ドは機 能ペ プチ ドの数倍速 い進化速度を示

すことが確かめられている(Kimura,1983)。 従 って,こ れ らの保存 された領

域 はアメ ロブラスチンの機能に関して重要な役割を担っていると考えられ,保

存 され た リン酸化部位 はそ の部位の翻訳後修飾がアメロブラスチンの機能時に

必要であることを示唆 している。

2ワ ニアメ ロブラスチン遺伝子 の翻訳開始位置について

これまでに報告されてきた哺乳類のアメロブラスチン推定アミノ酸配列には

5'末 に2つ の保 存 されたメチオニ ン(図5,コ ンセンサス配列の第6お よび16

座 位)の 存 在 が確 認 され,ど ち らが本 当 の翻 訳 開始位 置 か は不明であ った

(Krebsbachら,1996;Huら,1997;Simmonsら,1998)。 便 宜的にそ
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れそれを第lA丁G,第2AτGと 表 し,哺 乳類 とワニ アメ ロブラスチ ンの翻訳開

始コ ドン(AτG)を 含 んだ5'末 領域の塩基配列 によるマルチ プルアライメン ト

を図18に 示す。 ワニ アメ ロブラスチ ンは第2ATGは その配列 が哺乳類 と一致

す るものの,第lA丁Gに 相 当す る位 置 に存在す る塩基 配列はAGCで あ り,ワ

ニには第1ATGが 存在 しなか った。 この第2AτGの3塩 基上流(-3位)に

はアデニ ン(A)が 存在 し,一 般 に一3位 にはプ リン塩基が存 在する というKozak

(1984)の 報告 の条件 を満た して いる。さ らに,こ の ことはそ のす ぐ上流(-

6位 ～-4位)に は終止 コ ドンTGAが 存在す ることか らも支持 され る。以上

の結果は,哺 乳類のアメ ロブ ラスチ ンでも第2ATGか ら翻訳 を開始 している可

能性が高 いことを示唆 してお り,こ れは第1ATGの 一3位 はプ リン塩基で はな

くピ リミジン塩基のチミン(T)で あ る ことか らも強 く支持 される もの と考え

られる。

3ア メ ロブラスチ ン遺伝子 の分子系統樹について

ワニアメロブラスチンの推定アミノ酸配列をもとに分子系統樹を作製すると,

ワニは哺乳類 の アメロブラスチ ンが構成するクラスターの外側の既知の系統的

位置関係を示 した(図6)。 この系統樹 は,同 様 の方法 で描 かれ たアメロジェニ

ンの分子系統樹の形態と系統関係が一致 している(Toyosawaら,1998)。 た

だ,ア メ ロジ ェニ ンに比べ てアメ ロブラスチンの遺伝的な距離を表す各々の枝

の長さは大 きい。 これはアメロブラスチンの進化速度が機能遺伝子の平均値で

ある0.9×1σ9/ア ミノ酸座位/年 に近似 であ るの に対 して,ア メ ロジェニン は

0.5×1σ9/ア ミノ酸座位/年 と遅 く(Tbyosawaら,1998),エ ナメル基質 タ

ンパ クの大部 分 を占めるアメロジェニンには進化における負の選択が強 く作用
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しているため と考えられる。

4ア メロブラスチ ンの3'UTRに つ いて

アメ ロブラスチ ンの3'UTRの 塩基配列 を比較す ると,そ の相 同性 は通 常 に

比べ て極 めて高 く,一 般 的には難 しいマルチ プルアライメント(図7)や 分 子

系統樹 の作製(図8)が 可能 であった。特 に哺乳類 間での相同性は著 しく,最

低 でも78%を 示 した。3'UTRはmRNAの 発現,安 定化,局 在 に関わ って い

る との報告(Wickensら,1997;Conneら,2000)が あるが,通 常,哺

乳 類 間 において も全 く相 同性 を示さな いことが一般的であ り(Shintaniら,

1999),3'UTRの 保 存 性 が 高 いの は重要 な 機 能 が ある ことを示唆 している

(Yaffeら,1985;Rouaultら1993;Wedemeyerら,2000)。 従 っ

て,少 な くとも哺乳類 のア メロブラスチン遺伝子の3'UTRは 何 か重要な機能

を有 して いる可能性が考えられる。

5ワ ニアメ ロブ ラスチ ン遺伝子 の遺伝子構造について

ワニのアメロブラスチン遺伝子は11個 のエクソンとそれ に介在す る10個

のイ ン トロンよ り構 成 されて いた。 これは13個 のエクソンと12個 の介在す

るイン トロンか ら構成 されているヒトのアメロブラスチン遺伝子(Tbyosawa

ら,2000)よ りエ クソンが2個 少な い結果 であ った。 これ は ヒトアメロブラス

チンにおいて重複配列であることが判 っているエクソン7,8,9の うち,ワ

ニアメ ロブラスチン にお いて はエクソン8,9に 相当する配列 が存在 しないた

めであ る。アメロブラスチン遺伝子の遺伝子構造はこれまでにヒトの他はラッ

ト(Leeら,2003)で しか解 明 され ていな い。 したが って,他 の哺乳類 との

比 較は不可能 であるが,そ のcDNA塩 基 配列か ら推測す る とヒ ト以外の哺乳類
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においてもワニと同様にエクソン8,9に 相 当する重複配列 は見 つか らない。

ゆえにエクソン8,9は 爬 虫類 ・哺乳類 においては通 常存在せず,ヒ トにおい

てのみ遺伝子 内重複 を起 こしてこれらのエクソンが出現したのではないかと推

測された。また,ラ ッ トアメ ロブラスチ ン遺 伝子 はスプライシングによって幾

つかの異なったタンパクを生み出すことが報告されている(Leeら,2003)。

ワニ において も異な ったク ロー ンが2つ 確認 されているが,こ れ はワニ アメ ロ

ブラスチ ン遺伝子のイン トロン相は全てタイプ0で あ り,容 易 にスプライ シン

グを起 こせ る条件下にあるからであろう。なお,遺 伝 子構 造の解析か らは,ワ

ニアメ ロブラスチンの開始 コ ドンであると考えられた第2A丁Gは エク ソン2に

存在 する ことも判 明 し,少 な くともワニにおいてエクソン1は アミノ酸 をコー

ドしないエク ソンであると判断された。

6ワ ニアメ ロブラスチンのゲノム上におけるコピー数の検討

アメロブラスチン遺伝子はヒトにおいてのみ,そ の遺伝子座 の検討 がな され

てお り,常 染色体 の4q.13に 位 置す る。本研究で はワニアメ ロブラスチンのゲ

ノム上におけるコピー数を検討するために,cDNAプ ローブを用 いてサザンプ

ロ ッ ト解析 を行 った。その結果,反 応 は5種 類すべ ての制限酵素産物 に対 して

オ ー トラジオグラム上で単一のバン ドとして認められた。 この結果は,ヒ トで

同様 の実験 を行 った場合 の結果と一致 していた(Tbyosawaら,2000)。 従 っ

て,こ の ことに より,ヒ トと同様 に ワニ においてもアメロブラスチンの遺伝子

座はゲノム上に1つ である可能性 が示唆 された。

7ワ ニ アメ ロブラスチン遺伝子 の発現について

摘 出した5種 類の組織 の トータルRNAよ り合成 したcDNAを 鋳 型 として
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PCRを 行 い,各 組織 におけるアメロブラスチン遺伝子の発現を検討 した。用い

たプライマーセ ットはワニアメロブラスチンcDNAの それぞれ異な った領域 を

増幅す るように設計 したが 顎骨由来のcDNAを 鋳型 とした場合 にのみ全ての

プライマーセ ットに反応があり,そ の他 の組織 由来 のcDNAに は どのセ ッ トに

も反応 がなか った。 このことか らアメロブラスチン遺伝子は顎骨 おそらくは

歯のみで発現 していると考えられた。

8ワ ニ歯胚 におけるアメロブラスチンの免疫組織化学染色について

ワニアメロブラスチンリコンビナン トタンパクを用いたウエスタンブロッ ト

分析の結果から,抗A1抗 体 と抗A4抗 体 はワニアメ ロブラスチンの異なる領

域(N末 領域 とC末 領域)を 認識す る事 が確 認 された。 しかしなが ら,分 泌期,

成熟期 を通 じて,抗A4抗 体 に対す る反 応がエナメル芽細胞内に認められるも

のの,抗A1抗 体 に対 する反応 は認 め られなか った。抗A1抗 体 は基質 中のア

メロブラスチ ンに対 しては十分 に反応することから,こ の抗体 は分 泌後 に折 り

畳 まれ,三 次 元的な構造 を とったタンパ クを認識するのか,あ るいはN末 ペ プ

チ ドに対 する抗体で ある ことから,シ グナルペ プチ ドが除去 された状態のタン

パクを認識すると思われた。

アメロブラスチン遺伝子のmRNA発 現 やタ ンパ クの局在や時期 に関 しては,

こ れ ま で に マ ウ ス や ラ ッ ト,ブ タ,ヒ トの サ ン プ ル を 用 い てinSltU

hybridizationや 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 を用 い て検討 され,(Uchidaら,

1995;Leeら,1996;Cernyら,1996;Fongら,1996;Murakami

ら,1997;Huら,1997;BosshartとNanci,1998;Begue-Kirn

ら,1998;Fongら,1998;Uchidaら,1998;Nanciら,1998;
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MacDougallら,2000;Leeら,2003),そ の結果 ブタや ラッ トの形成

期 エナメル質において,ト ルイ ジ ンブルー染色 で基 質が一様に染色される時期

に抗アメロブラスチン抗体 を用いて免疫染色を行 うと,エ ナメル小柱 鞘 に限局

してそ の反応が認められることが報告されてきた(Murakamiら,1997;Hu

ら,1997;Uchidaら,1997)。 エナメル小柱構造 の一つの構成単位はエナ

メル小柱 とその周辺の小柱間エナメル質からな り,両 者 の境界 に当たる のが小

柱 鞘で,こ の部分 はエナ メル質 の中で最後に石灰化する部分であると考えられ

る事から,ア メ ロブラス チン とエナ メル小柱構造の構築 との間になんらかの関

係があるのではないかと推察 されてきた。Huら(1997)は エナメル小柱鞘が

最後 まで石灰 化 しないのは,エ ナ メル形成 の成熟期 にお いて ここをエナメル質

深部で分解 されたエナメルタンパク質の排出路として確保するためであり,こ

の役 目を担 って いるのが アメ ロブラスチンであると推察 している。また,Paine

ら(2001)は アメ ロブ ラスチ ンが ア メロ ジェニンと相互作用する能力がない

ことから(Paineら,1998a,・ ・S・),分 泌 されたエ ナメル基質 内に境界 を

作 り出す役目を果た しているのではないかと推測 している。このように哺乳類

のエナメル質においてアメロブラスチンと関連 とその役割が様々に推測 されて

いるエナメル小柱構造は,す べ ての動物種 のエナメル質 に共通する構造ではな

い。脊椎動物は現存する大部分の爬虫類に認められるような無小柱エナメル質

から小柱間質を伴わない前小柱的段階を経て,哺 乳類 に認 め られる小 柱間質 を

伴 ったエナメル小柱を獲得 した と考えられ(OsbornとHi11man,1979),本

研 究で アメ ロブラスチン遺伝 子 の存在が確認されたワニのエナメル質 には存在

しない。
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そ こで,我 々 はワニのエナ メル質 にお けるアメロブラスチンの分布について

さらに詳 しく検討するために,免 疫組織化 学的染色 を行 った。 図19に それぞ

れ の抗体 に対す る反応 が どのように変化 したかをあらわ した模式図を示す。哺

乳類においては,前 エナメル芽細胞(Leeら,1996),前 象牙芽細胞(Begue-Kirn

ら,1998;Fongら,1998)に 局 在を報告 している研究 も存在するが,ワ

ニにおいて は,エ ナメル芽 細胞が分化 し,エ ナメル基 質の分泌が開始 されるま

で,エ ナ メル器 に両抗体 に対す る反応 はなか った。抗Al抗 体 に対する反応 は

基質分泌 期 にはエナメル基質全体に反応が認められ,そ の反応 は多 くの研究 が

哺 乳類 で報 告 してきたように,エ ナ メル ー象牙 境 で強 か った(Uchidaら,

1995;Leeら,1996;Fongら,1998;MacDougallら,2000)。

そ して,エ ナメル質 の成熟 とともに徐 々 に消失 し,成 熟期後 期 には全 く認 め ら

れな くな ったが,抗A4抗 体 に対する反応 は基質分泌期か らエナメル芽細胞内

とそれに接する一層のエナメル基質に限局 し,そ の反 応は成熟期後期 に至 って

も継続 した。 しか し,一 部の研 究者 が報告 しているような(Fongら,1996,

1998)ヘ ル トビ ッヒの上皮 鞘やセ メ ン トーエナメル境 セメン ト質,マ ラ ッ

セ の残存 上皮 に反応 は認 め られなかった。この結果は,ラ ッ トや ブタで認 め ら

れた,幼 若エナ メル質 にお いて アメ ロブラスチンのN末 ペ プチ ドは基質全体 に

(エナメル小柱鞘 に限局 して はいるが)分 布 するのに対 して,C末 ペ プチ ドは

エ ナメル質表層 に限局するという結果(Uchidaら,1998)と 非常 によ く似 て

いる。 ラ ッ トやブタにおいては,ア メ ロブ ラスチ ンは分子量55kDaの コアタ

ンパ ク として合成 され た後 翻訳後修飾を受け65～70kDaの タンパク と して

分泌 される。分 泌後 は速やかに分解切断され,分 子量約20kDaの 比 較的小 さ
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なN末 ペ プチ ドと約50kDaのC末 ペ プチ ドにな る。N末 ペ プチ ドはその後 ゆ

っくりと分解 を受け10～20kDaの 多数のペ プチ ド片 に分解 され機能を営んで

いるようである(Murakamiら,1997;Uchidaら,1998)。 これ らの こ

とか ら,ワ ニ においてもアメ ロブラス チ ンが分泌後ペプチ ド片に分解され,少

な くともN末 およびC末 ペ プチ ドは哺乳類 と共通 の機能を営んでいるタンパ

クであることが推察された。Uchidaら(1998)はC末 ペ プチ ドが幼 若エナ

メル質 表層 に限局 して認められる理由を,C末 ペ プチ ドはN末 ペ プチ ドに比べ

早期 に急速 に分解を受けるためであると推察 している。確かに,前 述 した ごと

く,C末 ペ プチ ドの推 定ア ミノ酸配列 は保存性に乏 しく,機 能 的に重 要でな い

と考 えるな ら早期に急速に分解されていると考えられるかもしれない。 しか し

ながら,ワ ニ とラ ッ トや ブタでN末 ペ プチ ドのみな らず,C末 ペ プチ ドの分布

も酷似 していた。も し,C末 ペ プチ ドに何 か機 能がある と仮 定すると,こ の幼

若 エナメル質表層 に限局 した分布は分解の結果ではな く,は じめ か ら限局 して

分布 し,機 能 している可能性が考 え られ る。Cernyら(1996)は ラ ッ トの ア

メロブラスチンC末 ペ プチ ドが細胞表面 のタ ンパクと結合する可能性のあるペ

プチ ドドメインを有 していることを指摘 してお り,実 際 にアメロブラスチ ンは

エナメル芽細胞の トームス突起の滑走面に局在 している(Nanciら,1998)。

残 念なが ら,こ のペ プチ ドドメイ ンは他 の種 のアメロブラスチンには見つか っ

ていないが ブタにおいてもアメロブラスチンはエナメル芽細胞の トームス突

起の滑走面に局在 している事が判 って いる(Murakamiら,1997;Paine

ら,2001)。 同様 にアメロブラスチ ンのノ ックアウ トマウスの研究か ら,福 本

ら(2003)は このタ ンパ クがエ ナメル芽細 胞 と幼若エナメル質 との接着に関
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与 していると示唆 しているが,こ れにはC末 ペ プチ ドが関与 している可能性が

考えられる。

このように哺乳類と共通の分布を示す一方で,ワ ニアメ ロブラスチ ンが何 ら

か のエナメル構造に関与 している所見は認められなかった。これは爬虫類か ら

哺乳類が進化 した際にDha祠aら(1999)が 述 べたような アメロブラスチン

の発 現のタイミングやその質 に変化が起 きた結果である とも考え られるが,

Nanciら(1998)の よ うに アメロブ ラスチ ンの分布パターンがエナメル小柱

鞘に一致 して認められるのは,基 質 が吸収 される過程 にお ける一時期の分布パ

ターンを示 しているに過 ぎないと捉えている者もいる。他方,ア メ ロブラス チ

ンがエ ナメル芽細胞の トームス突起の滑走面 に局在 している ことから考えると,

アメ ロブラスチンの局 在 は トームス突起によ り引き起 こされたものとの推測も

可能である。エナメル小柱構造の構築には トームス突起が寄与 している(Sasaki

とHigashi,1983;HuysseuneとSire,1998)の であれば エナメル芽細

胞 に トームス突起を持たないワニにおいてはワニアメロブラスチンがエナメル

構造 に関与 している所見 は認められないのは当然であろう。

本研究の結果 爬虫類であるワニにも歯 に特異的なアメロブラスチン遺伝子

が存在することが明 らか とな り,ア メロブ ラスチンは爬 虫類 と哺乳類に共通す

る機能を保存 しつつ,平 均的な進化速度 で進化 していることが示唆された。今

後さらにこの分子の進化 に関する研究を押 し進めるためには,こ れ らの生物 の

アメ ロブラス チンのプロモーターやその他転写発現機構の解明が必要であると

考えられる。
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結論

爬虫類ワニからアメロブラスチン遺伝子の相同遺伝子をクローニング して,

以下の結 果を得 た。

1ワ ニ アメ ロブ ラスチンのcDNA塩 基配列 を決定 した。

2ワ ニアメ ロブラスチ ン遺伝 子 の推 定アミノ酸構成比率 推定分子量 ・等電

点などは多 くの点で既知の哺乳類と類似 していた。

3ワ ニ アメ ロブラスチン遺伝子 は11個 のエ ク ソンよ り構 成 され,そ の遺伝

子構 造 は ヒ トと類似 していたが,ワ ニで は ヒ トのエク ソン8,9に あた る

重複 配列が認 められなか った。

4ワ ニアメロブラスチン遺伝子 のゲ ノムDNAに おける コピー数 は一つで あ

り,歯 においてのみ発現す る遺伝子 であると考えられた。

5ワ ニ アメ ロブラスチンの推定 ア ミノ酸配列に基づき合成されたペプチ ドに

対する抗体を用いて,免 疫組織化学 的染色 を行 った ところ,抗Al抗 体(N

末認 識抗体)へ の反応 はエナ メル基質全体 に認められ,基 質 の石 灰化 と と

もに徐 々に消失 し,エ ナメル基質成熟期後期 には認 められな くなった。一

方抗A4抗 体(C末 認識抗体)に 対す る反応 はエナ メル基質表層に限局 し,

エナメル基質成熟期後期 に至 っても継続 して認められた。

以上の結果はアメロブラスチンが爬虫類にも存在 し,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,爬 虫類 と哺乳類 に共通 の機能 を保持 し

ながら進化 してきた分子であることを示唆 している。
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図1 ワニアメ ロブ ラスチンcDNA塩 基 配列 お よび推定 アミノ酸配列

(GenBankaccessionno.AYO43290)

1-1255'UntransratedRegion(UTR)

126-1349コ ー ド領域

1350-19093'UTR

*終 止 コ ドン

点 線 シグナル ペプチ ド

太字 異なるクローンで認められた48塩 基の欠失

二重下線 哺乳類アメロブラスチンと高度な相同性が認められる領域

下線 ポリアデニレーションシグナル

矢印cDNA塩 基配列の決定に用いたプライマー

(アミノ酸はIUPAC-IUBに よる一文字表記)
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図2ア メロブラスチンの推定アミノ酸構成比率

ア ミ ノ酸残 基 を横軸 に,ア メ ロブ ラスチ ンタ ンパ ク中 に占め る割合 を縦 軸 に示 す。

ヒ トはToyosawaら(2000),ブ タ はHuら(1997),ウ シ(GenBankaccessionno.AF157019),ラ ッ トは

Krebsbachら(1996),マ ウ ス はSimmonsら(1998)の ア メ ロブラス チ ン遺 伝子 の推 定 ア ミノ酸配 列 を参照 した。
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図3ア メロブラスチンの疎水性分析

横軸;翻 訳 開始 コ ドンか ら数えたア ミノ酸残基の番号

縦軸;+は 親水性 を,一 は疎水性を示す

ヒ ト(Toyosawaら,2000),ブ タ(Huら,1997),ラ ッ ト(Krebsbachら,1996)

マ ウ ス(Simmonsら,1998)よ り作 成
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図4ワ ニ ー ヒ トアメ ロ ブラス チ ン推 定 ア ミ ノ酸 配 列 に よる ドッ トマ トリク ス分 析

7つ のアミノ酸残基中4つ が一致する部位をポイントとして示してある。
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図5ア メロブラスチン推定アミノ酸配列によるマルチプルアライメント

リン酸化サイ ト ー;コ ンセ ンサス配列 と一致 する部位

PKC;プ ロテイ ンカイネースC*;相 当す るアミノ酸が存在 しな い部位

TK;チ ロシンカイネース#;こ れまでに推定 され た開始 コ ドン

CKII;カ ゼイ ンカイネースII##;本 研 究にて真 の開始 コ ドンと推定 されたメチオニン

ヒ トは 一royosawaら(2000),ブ タ はHuら(1997),ラ ッ トはKrebsbachら

(1996),マ ウ ス はSimmonsら(1998)の 結 果 よ り作 成 した 。
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図6ア メロブラスチンの推定アミノ酸配列による分子系統樹

推定アミノ酸配列により近隣結合法を用いて作成した分子系統樹

枝内の数字はブー トストラップ確率(%)を 示し,そ の系統樹の信頼性を示す。
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ヒト

ブタ

ラツト

マウス

ワニ

コンセンサス=⇒

ヒ ト

ブタ

ラット

マウス

ワニ

コンセンサス==〉

ヒ ト

ブタ

ラット

マウス

ワニ

図7 アメロブラスチン3'UTR領 域 のマルチプルアライメン ト

一;コ ンセンサス配列 と一致する部位

*;相 当するアミノ酸が存在 しない部位

黒枠;高 度に塩基配列が保存 されている部位

陰影部;推 定されるpoly-Aシ グナル



ワニ

ラ ツ ト

図8ア メロブラスチン3'UTR塩 基配列による分子系統樹

3'U丁Rの 塩基配列 によ り近隣結合法 を用 いて作成 した分子系統樹

枝内の数字はブー トス トラップ確率(%)を 示 し,そ の系統樹 の信頼性 を示 す。



ワ ニニ

エクソ

ATG TGA

アミノ酸残基数 181714398013 211515 175

ヒ ト

エクソ

ATG TGA

アミノ酸残基数52317163779131313201515 181

図9ワ ニおよび ヒトアメロブラスチン遺伝子の遺伝子構造

ヒトアメロブラスチン遺伝子の構造はToyosawaら(2000)よ り引用 した。

黒枠;エ ク ソンA丁G;開 始 コ ドン

上段 の数字;エ ク ソン番号TGA;終 止 コ ドン

下段 の数字;コ ー ドす るアミノ酸残基数



EPSBX

24.2Kt)一[レ

7.4Kb

5.2Kb

4.5Kb

1.3Kb-[レ

図10ワ ニアメロブラスチン遺伝子のサザンプロット解析

ゲ ノムDNAの 切 断 に 用 い た 制 限 酵 素

E;EcoRI,P;Pstl,S;SmaI,B;Bglll,X;XbaI



(A) 顎骨 頸骨 心臓 脳 肝臓
卜一一一一一一一{1-一 一 一一一一1ト ー 一一一一一1ト ー 一一一 一一lI-一 一一一一一1

abcabcabcabcabcd

500bpレ

300bpレ

100bpレ

(B)

500bpレ

300bPlレ

100bpレ

棚離

図11ワ ニ ア メ ロ ブ ラス チ ンの 各 組 織 サ ン プル に対 す るRT-PCR

(A)ワ ニ ア メ ロ ブ ラス チ ン特 異 的 プ ラ イ マー セ ッ トに よ るRT-PCR

a;AMBCI-AMBC3,b;AMBC5-AMBC6,c;AMBC6-AMBC7

d;ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ール

(B)ワ ニGAPDH遺 伝 子 の発 現

d;ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロール



12

86.OkDalレ

41.OkDalレ

図12リ コン ビナ ン トワニ アメ ロブ ラス チン のSDS-PAGE

1レ ーンGST一 ワニアメロブラスチン融合タンパク

2レ ーン リコン ビナ ン トワニアメロブラスチン

(酵素処理後)



55.OkDaレ

1 2 3 4 5 6 7 8

図13抗 ワニアメロブラスチン抗体の評価

1レ ー ン

2レ ー ン

3レ ー ン

4レ ー ン

抗A1抗 体5レ ー ン

抗Al抗 体+A1抗 原6レ ー ン

抗A1抗 体+A4抗 原7レ ー ン

免疫 前血 清8レ ー ン

(ネ ガテ ィ ブ コ ン トロール)

抗A4抗 体

抗A4抗 体+A1抗 原

抗A4抗 体+A4抗 原

免疫前血清

(ネガティブコン トロール)



図14エ ナメル基質分泌開始以前 におけるアメロブラスチンの分布

A-C;帽 状期におけるワニ歯胚の連続切片

AHE染 色像

B免 疫染色像(抗Al抗 体)

C免 疫染色像(抗A4抗 体)

Oe;外 エナメル上皮,le;内 エナメル上皮

Po;前 象牙芽細胞Dp;歯 乳頭細胞

騨

D-F;象 牙質基質分泌開始期のワニ歯胚の連続切片

D;HE染 色像

E;免 疫染色像(抗A1抗 体)

F;免 疫染色像(抗A4抗 体)

Pa;前 エナメル芽細胞,Po:象 牙前質

Od;象 牙芽細胞,P;歯 髄

スケ ールバー;100μm



図15エ ナメル基質分泌期におけるアメロブラスチンの分布

A;HE染 色像(弱 拡大)

B-D;エ ナメル基質分泌期 に

おけるワニ歯胚の連続切片

(A中 アの拡大像)

B;HE染 色像

C;免 疫染色像(抗A1抗 体)

D;免 疫染色像(抗A4抗 体)

D;象 牙質,Em;エ ナ メル基質

Am;エ ナメル芽 細胞

Od;象 牙芽 細胞,P;歯 髄

スケールバー;100μm



図16エ ナメル基質成熟前期におけるアメ ロブラスチンの分布

A-C;エ ナメル基質成熟前期に

おけるワニ歯胚の連続切片

(図15A中 イの拡大像)

A;HE染 色像

B;免 疫染色像(抗A1抗 体)

C;免 疫染色像(抗A4抗 体)

Am;エ ナ メル芽 細胞

Em;エ ナメル基 質

スケールパー;100ｵm



A,C,E;エ ナ メル基 質成熟 期後期 に

お ける ワニ歯胚の連 続切 片

A,B;HE染 色像

C,D;免 疫 染色像(抗A1抗 体)

E,F;免 疫 染色像(抗A4抗 体)

B,D,Fは それぞ れA,C,E中 の黒 枠部 の

拡大

Am;エ ナ メル芽細胞

Em;エ ナ メル基質

D;象 牙質

Od;象 牙芽細胞

P;歯 髄

スケールパー;50ｵm

図17エ ナメル基質成熟後期 におけるアメロブラスチンの分布



ワニ

ヒ ト

ウシ

ブタ

ラ ツト

マウス

ワニ

ヒト

ウシ

ブタ

ラッ ト

マ ウス

.....

CTGAGG

ATGAGA

CTGAGA

CTGGGA

CTGGGA

・:・#

一贓

TTC

TTC

TTC

TTC

鳳
1
...

1

菰

AGC

GCA

GCA

GCA

GCA

GCA

II

AT

AT

ATG

(
'
,ATG

』

AGC

CAG

CAG

CTG

CAG

CAG

..

..

..

..

..

..

* 1

A靂 團CAGCTAATC曲GGTAGAGCTC

C

C

C

A

A

GTC

GAC

GAC

GAC

GGC

GGC

TCAGCATCTAAGATTCCACTT

CCAGCATTGAAGATCCCACTT

CCAGCATTGAAGATTCCACTT

TCAGCATCTAAGATTCCACTT

TCAGCATCTAAGATTCCACTT

TGGATGCTGACGTTATGCCTCCTA

CTGATACTGATCCTATGCCTCCTG

ATGATACTGATCCTGTGCCTCCTG

ATGGTACTGATCCTGTGCCTCCTG

CTGCTCCTGTTCCTGTCCCTAGTG

CTGATCCTGTTCCTGTCCCTAGTG

図18ア メロブラスチン5領 域塩基配列のマルチプルアライメン ト

1;第1ATG

II;第2ATG

*;ピ リミジン基

#;プ リン基

※;終 止 コ ドン



抗A1抗 体

エナメル芽細胞

〕エナ順

〕象牙質
象牙芽細胞

抗A4抗 体

エナメル芽細胞

〕エー 質

〕象牙質

象牙芽細胞

図19 ワニアメ・ブラスチンタンパクの経日寺的分布 膃:::免 疫反応陽性領域



表1 エクソンーイ ン トロン境界 部の決 定 に用 いたカスタム プライ マー

プライマー名 シ ー ク エ ンス 方向

位 置

エクソン,コ ドン

AMBC14

AMBC15

AMBC16

AMBC17

AMBC10

AMBC4

AMBCl

AMBC3

AMBC2

AMBC--

AMBC18

AMBC19

AMBC12

AMBC13

AMBC20

AMBC21

AMBC22

AMBC23

AMBC7

AMBC24

5'-ATTCACAAATGATTGCCATACAAAAC-3'

5'-CATAACGTCAGCATCCAGACATTCAT-3'

5'-ATGAATGTCTGGATGCTGACGTTATG-3'

5'TAGCCATTCCACGTGTCCCAGTAT-3'

5'-GGACACGTGGAATGGCTAGTATGA-3'

5'-TGTGGAAGCATGTTCATGTTTTGT-3'

5'-ACAAAACATGAACATGCTTCCACA-3'

5'-TGTAACCATGGAAATGAAGAGTGTG3'

5'-CACACTCTTCATTTCCATGGTTACA-3'

5'-CTTCGTTCAGCTGTATTTGACCTTG-3'

5'-GCAAGGTCAAATACAGCTGAACGAA-3'

5'-ACCTGACCCAAATGCCCTGAATAT-3'

5'-ATATTCAGGGCATTTGGGTCAGGT-3'

5'-ATTGGACCTTGGTGGACTAACTGATG-3'

5'-ATCAGTTAGTCCACCAAGGTCCAAT-3'

5'-TGGTTTGCTGCATAGGACATGTAAA-3'

5'-CTGTTTTACATGTCCTATGCAGCAAA-3'

5'-ATTTCTTCTGAACTCACTATGCCAAGC-3'

5'-TTGGCATAGTGAGTTCAGAAGAAAT-3'

5'-CTCTCAAGTGCAGTAGACCAACATGTT-3'

S

A

S

A

S

A

S

A

S

A

S

A

S

A

S

A

S

A

s

A

E1,5軍UTR

E2,1-9

E2,1-9

E3,23-31

E3,25-33

E4,41-49

E4,41-49

E5,70-78

E5,70-78

E6,129-136

E6,130-137

E7,173-181

E7,173-181

E10,187-195

E10,187-195

E11,208-216

E11,207-215

E12,222-231

E12,223-231

E13,3'UTR

S;セ ンス,A;ア ンチ セ ンス,E;エ ク ソJUTR;非 翻 訳 領 域



表2ア メロブラスチンの推定分子量および等電点

ワニ ヒ ト ブタ ウシ ラ ツ ト マ ウス

推 定分子量42.5

(kDa)

予測 される5
.39等 電点

ア ミノ酸407

残基数

45.3 42.0 39.3 42.4 40.8

4.54 4.98 4.93 5.54 5.50

421 395 366 396 381

ヒ トはTbyosawaら(2000),ブ タ はHuら(1997),ウ シ は(GenBankaccessionno、

AF157019),ラ ッ トはKrebsbachら(1996),マ ウ ス はSimmonsら(1998)の 結 果 を

引 用 し た 。



表3 ワニアメ ロブラスチンのエクソンーイ ン トロン

境界部 のDNA塩 基 配列

エクソン
塩 基 配 列 長

エクソン(bp)イ ントロン(kb) スプライス供与部位

DNA塩 基配列

スプライス受容部位

1

2

3

4

5

6

7

8

9

io

11

>110

69

51

42

117

240

39

63

45

45

>1019

0.7

2.4

1.4

2.2

1.5

0.4

0.5

0.1

0.3

1.2

CTAATCAAGgtaatgCtaa

(℃TT'1'CCCA9ヒaagtca七a

AGCCZTGAGgtatatgttt

C「皿C(込(',AGgtaaatattt

ACCCAACAGgtgagcattt

CAGCTACAGgtagctattg

GGTCAGGTGgtaagtgcag

CAACCAGCAgtaagtacct

AAC..GGAgヒaagtctat

GAAATGCTGgtacgtgact

tctgttccagGTAGAGCTC

ttgcttgtagATGTACCCT

ttgヒcaaaagATG..(..

aatctcttagTATGGTCGG

cctgtcacagTATGAATAT

'ヒctaatgcagTTACCAGCG

ttcggtgaagATGTACCCA

tga'ヒgtctagTTG(:ATCCT

ttttctttagGGTGCTCCC

ttccccccagGGAGGCAGA


