
はじめに

　肺魚類の歯は、先端の鋭利な円錐歯ではなく、
蝶形状の歯板と呼ばれる特徴的な形状を示す。肺
魚歯板を構成している岩様象牙質 (petrodentine)は
石灰化度が高く哺乳類のエナメル質に匹敵する
硬度を有する。petrodentineは条鰭類や板鰓類の
歯を構成しているエナメロイドと酷似した組織

構造と石灰化度を持つ一方で、その発生様式が
大きく異なっており、周囲の骨様象牙質と同様
に象牙芽細胞(odontoblast)のみの関与で形成され
る。petrodentine形成機構の詳細を解明するため、
肺魚の象牙芽細胞について組織化学的な検索を続
けている。肺魚に特徴的な歯板の主要な構成成
分であるpetrodentine(岩様象牙質 )を形成する肺
魚象牙芽細胞が分泌と分解・脱却という二相性

肺魚の岩様象牙質（petrodentine）形成における象牙芽細胞 (petroblast) の
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Abstract:It has long been known that the teeth of lungfish have a characteristic butterfly-shaped tooth plate, 

instead of a conical tooth with a sharp tip. The main component of the tooth plate, petrodentine, is well-

mineralized tissue and has a hardness comparable to that of mammalian enamel. Petrodentine has a similar 

structure and mineralization to enameloid teeth of actinopterygians and elasmobranchs, but its developmental 

pattern is different and, like the surrounding osteodentine, it is formed solely by odontoblasts. To examine the 

details of this mechanism, we performed a histochemical search for petrodentine-forming cells. A hypothesis that 

lungfish odontoblasts that form petrodentine (a major component of the characteristic tooth plate of lungfish) 

have two functional stages of matrix formation (secretion) and maturation (degradation/elimination) with cyclic 

changes has been developed based on accumulation of histochemical findings on lungfish odontoblasts. The 

details of these findings have been published in the Archives of Oral Biology (Oka, Sasagawa et al. 2017). 

The ultimate goal of this research is to contribute to development of biomaterials for hard tissue regeneration. 

However, in papers, academic conferences and presentations, there is often insufficient space or time to discuss 

the difficulties of the work, the ultimate goal, and the research methods because the approach mainly uses 

comparative morphology in a specialized field. In this paper, previous reports are summarized to show the 

significance of further future research in this area.
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の細胞機能を周期的な変化を伴って発揮すると
いう仮説に立脚し、肺魚象牙芽細胞に関する組
織化学的知見を積み重ねて詳細をArchives of Oral 
Biology誌 (Elsevier)に原著論文として発表した
(Oka, Sasagawa, and Ishiyama 2017)。本研究は歯科
医学への貢献を目指して解明を進めているもので
あり、最終的な目的は硬組織再生に関わる生体材
料開発に寄与することである。
一方、学会や論文などの研究発表の場においては、
専門領域の中で比較形態学的な議論や系統発生学
的なエナメル質の起源などが主となり本研究の困
難さや最終的に目指すゴールなどについて触れた
り、新規研究者の参入を促すことのできる機会は
乏しいと感じている。本稿は筆者の研究内容の詳
細や背景、意義について触れながら今後のさらな
る研究の発展に貢献可能な内容をまとめることを
意図して作成したものである。肺魚においては岩
様象牙質 (petrodentine)を形成する象牙芽細胞を特
にpetroblastと称する。通常の象牙芽細胞とは異
なる特徴を多数持つため、以後は肺魚の象牙芽細
胞を特に肺魚象牙芽細胞(petroblast)と表記して進
める。

・肺魚歯板研究史
　シーラカンスと同じ内鼻孔魚類に属する肺魚
は、成魚では酸素の取り込みの大半を肺に依存
するなど呼吸形態をはじめとする数々の特徴か
ら、系統進化過程においては魚類と両生類の間に
位置する動物として分子系統学的な視点からも
興味深い生物として認識されており、多方面で
研究されている (de Almeida-Val, Fé, and de Campos 
2015)。 肺魚類は蝶形状の歯板と呼ばれる特徴的
な歯の構造を持つことは古くから知られている
(Owen 1840)。現生肺魚類の歯は口蓋と下顎に存
在する歯板と鋤骨に植立する一対の少歯板からな
る (Peyer 1968)。
　歯板の発生開始は一般の歯の発生と同様に上皮
と間葉の相互作用により開始される。歯板は複数
の歯胚として発生がはじまり、成長の過程で多
数の歯が融合して 1 つの歯板が形成される (Lison 
1941)。 一度形成された歯板は交換すること無く、
一部の哺乳類の常生歯のように生涯にわたって
形成が続けられ機能すると考えられている (Kemp 
2002)。エナメル質は歯冠の最表層にあり、ヒト
においてはミネラル分が96％にも達する最も固い
高石灰化組織である。系統発生学的には両生類以
上の生物に存在しているが、総鰭類、肺魚類など
の一部の硬骨魚類の歯にも存在している (Michael, 

Kaye, and Pawlina 2003)。エナメル質は上皮由来
のエナメル芽細胞によって作られる上皮性組織で
ある。多くの魚類（サメ・エイ類、硬骨魚類の条
鰭類）の鱗と歯の表層にはエナメル質と外見およ
び機能が酷似した高石灰化組織が存在している。
これらは、エナメル質とは組織学的・発生学的性
質が異なるものであることからエナメロイドと呼
ばれている (Poole 1967)。エナメロイドは間葉由
来の象牙芽細胞と上皮由来のエナメル器の細胞の
両者によって形成される。エナメロイド形成は一
般に基質形成期、石灰化期、成熟期の三段階に区
分出来る (Sasagawa 1988)。また、エナメロイドの
形成過程には魚類の分類別に多様性が認められて
いる (Sasagawa 1998b)。また、数種の魚類におい
てはエナメロイド形成に関わる細胞が示す酸性
フォスファターゼおよびアルカリフォスファター
ゼ活性や各種ATP-ase活性、更にはそれらの酵素
の局在について報告されている (Sasagawa 1998a, 
2002a; Sasagawa and Ishiyama 2002, 2005b, 2005a)。
肺魚歯板はエナメロイドとは異なる独特の高石
灰化組織から形成される。歯板の主要な構成組
織の発生様式に注目し、エナメロイドとは異な
る組織として岩様象牙質（ petrodentine）という
名称が用いられた (Lison 1941)。petrodentineは歯
板の主要な構成組織である骨様象牙質の形成細
胞と同一の細胞から形成される (Denison 1974)。
petrodentineを形成する細胞は、歯乳頭から分化
した特殊な象牙芽細胞であり、petroblastと呼ば
れている (Smith 1985)。歯板の発生に関して透過
型電子顕微鏡やマイクロラジオグラフィーを用
いた詳細な報告がなされ、petrodentineは間葉由
来の象牙芽細胞であるpetroblastのみから形成さ
れ、上皮性芽細胞の関与を伴わない点でエナメ
ロイドと大きく異なっていることが示されてい
る (Ishiyama and Teraki 1990a)。petrodentineを形成 
する象牙芽細胞が基質の分泌および分解・脱却
の 2 段階の機能を持つであろうと考えられた
(Ishiyama and Teraki 1990a)。さらに、肺魚象牙芽
細胞（ petroblast）が形成するコラーゲン性の基
質は僅か数μm程度であることから、同一の肺魚
象牙芽細胞（ petroblast）が周期的な変化を繰り
返しながらpetrodentineが形成されると予想され
た (Ishiyama and Teraki 1990a)。しかしながら、こ
れらの仮説については知見が乏しいままであっ
た。
　肺魚では、咬合面を除いた歯板の最表層部分
に、petrodentineの石灰化度をさらに上回る高石
灰化層が存在する (Smith 1977)。発見当初は他の
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多くの魚類に見られるエナメロイドと同等と考
えられていた (Smith 1977; Kemp 1979)。組織学的
観察手法の進歩とともに本層がエナメル質であ
るとことを示す知見が積み重ねられた (Ishiyama 
and Teraki 1990b)。それらに加えて、歯板の歯胚
部位にはエナメル質の基質タンパクであるアメ
ロジェニンが検出されたことにより、この層が
エナメル質であることが決定的となった (Satchell, 
Shuler, and Diekwisch 2000; Barry and Kemp 2007; 
Ishiyama 1994)。現在、肺魚はシーラカンスとと
もに系統進化の過程で初めてエナメル質を獲得
した生物段階としても注目されている (Ishiyama 
1994)。筆者らは、肺魚歯板形成に役割を果た
す肺魚象牙芽細胞（ petroblast）は、分泌と分
解・脱却という二段階の形質を持つという仮説
を検証するため、歯板形成中の肺魚象牙芽細胞

（ petroblast）について組織化学的、免疫組織化
学的な検索を行った。 また、象牙芽細胞の分化
マーカーとしてNESTIN(ネスチン )が有用である
との報告 (Quispe-Salcedo et al. 2012)をもとに、歯
板の形成過程において仮定される肺魚象牙芽細胞

（ petroblast）の周期的な変化と連動した分化マー
カーの発現や変化を予想し、NESTIN免疫陽性反
応を検証した。

・歯の形成とグリコーゲンの関わり：
　グリコーゲンはα -D-グルコースの重合分子で
あり、動物体における貯蔵多糖として知られてい
る。グリコーゲンの大部分は肝臓や筋肉に蓄積さ
れ、その役割についてはエネルギー代謝や糖尿
病治療を含む血糖調節を中心に論じられてきた
(Fawcett 1998)。組織学分野では骨芽細胞の前駆
細胞にグリコーゲンが存在し、骨芽細胞へ分化す
るとグリコーゲンが消失することが観察されてお
り (Scott and Glimcher 1971)、グリコーゲンの消失
が骨基質の石灰化に関与するものであろうこと
は古くから考えられていた (Harris 2002)。歯の発
生過程において、歯胚上皮や間葉に存在するグ
リコーゲンについては報告があるものの (Nozue 
and Kirino 1973)、機能的意義は不明なままであっ
た。その後歯科医学分野において、グリコーゲン
の機能的意義に関しては長年に渡って注目されて
いなかった。近年になって、マウス胎生期の歯胚
において歯小嚢細胞が大量のグリコーゲンを含有
しており、歯の形態発生にグリコーゲンが関与す
る可能性が示唆された (Ohshima, Wartiovaara, and 
Thesleff 1999)。
　グルコースは、グリコーゲン合成だけではなく、

ほとんどの細胞の代謝に不可欠な基質である。グ
ルコースを細胞内に取り込むためには特別な膜輸
送タンパク質であるglucose transporterが機能して
い る (Gould and Holman 1993)。glucose transporter
はGLUTあるいはSLC 2 Aと略記される (Olson 
and Pessin 1996)。GLUTは2010年までに、その局
在や機能などから14種類が同定されファミリー
を形成し、 3 つのサブクラスに分類されている
(Thorens and Mueckler 2010)。クラス Iがその代表
格であり、GLUT－ 1 からGLUT－ 4 が含まれる。
特にGLUT－ 1 は胎児組織で広く発現しており、
成人では赤血球で高い発現がみられる。GLUT－
1 はすべての細胞で、呼吸を維持していくのに必
要な最低限のグルコース取り込みに深く関わって
いる (Olson and Pessin 1996)。
　上記を根拠としてグリコーゲンと歯の発生に関
わる研究においてもGLUT－ 1 が着目され、マウ
スの臼歯形成との関連が調べられた。その結果、
マウス臼歯の形成初期にはGLUT－ 1 によるグリ
コーゲンの貯蔵が必須であることが報告されてい
る (Ida-Yonemochi et al. 2012)。GLUTは系統発生
学的にも保存性が高い遺伝子であり、下等動物に
おいても重要な機能を果たしていることが示唆さ
れる (Mueckler et al. 1985)。我々は以前より肺魚象
牙芽細胞（petroblast）の細胞質内に多量のグリコー
ゲンが蓄積される現象を観察していた。グリコー
ゲンおよびグルコース輸送担体であるGLUTが哺
乳類の歯の発生と深い関わりを持つという報告
か ら (Ohshima, Wartiovaara, and Thesleff 1999; Ida-
Yonemochi et al. 2012)、肺魚においても重要な役
割を果たしていることが予測された。そこで歯板
の形成過程において仮定される肺魚象牙芽細胞

（ petroblast）の周期的な変化において、細胞質に
多量のグリコーゲンが蓄積される段階およびグル
コース輸送担体の局在やその変化に着目して詳細
を調べることでその詳細に迫ろうと試みた。

材料と方法

　原著論文 (Oka, Sasagawa, and Ishiyama 2017)で
は「現生肺魚、Lepidosiren paradoxa（全長15-29 
cm、体重20-35ｇ）を市場より入手し、合計10匹
を使用した」との英文が記載してある。実験材料
は専門の業者に依頼して入手したが、種類や入荷
時期も非常に限られており、ひとまとまりの研究
として十分な結果を得るまでには長い時間を要し
た。実際はLepidosiren paradoxa以外にも属の異
なる肺魚を 3 種類、Protopterus annectens, P. dolloi, 
P. aethiopicusなども用い、論文にならなかった実
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験も含めると30匹近くの個体の歯胚切片標本を
次々と作成して調べた末にようやくこの一篇にこ
ぎつけることができたという難航した研究であっ
た。Lepidosiren paradoxaは一属一種であり種間差
を検討する必要が無い点を重視し、Lepidosirenで
得られた結果を論文にまとめた。既報には含めな
かったがProtopterus属肺魚類でも同様の結果を得
ており、既報の結果 (Oka, Sasagawa, and Ishiyama 
2017)は肺魚類に普遍的なものであろうと考えて
いる。
　最初に筆者が直面した問題は硬組織脱灰標本切
片を免疫染色に供した場合、スライドガラスか
ら剥離しやすいという問題であった。筆者は魚
類の尾部下垂体研究で免疫染色を基本手技とし
て十分習熟しており (Oka, Chiba, and Honma 2000; 
Oka et al. 1993; Oka et al. 1990)、ポリプテルスや
チョウザメなど解剖が困難な特殊な魚類も手掛
けていたはず (Oka, Chiba, and Honma 1995; Oka et 
al. 1989)であったが、もともと剥離し易い硬組織
切片標本に抗原賦活処理の工程を加えて反応と洗
浄を繰り返す本研究では切片の剥離に悩まされ
た。軟組織の切片であれば古典的な卵白アルブミ
ンでも十分、剥離防止にはゼラチンスライドやポ
リエルリジン処理で完璧だったものが全く通用し
なかった。強力な貼付剤を使用するとバックグラ
ンドの非特異的反応が増加して免疫染色のコント
ラストの低下を招いたり、疎水性剥離防止コート
ではスライドグラスに載せた蒸留水が平面になら
ないためパラフィン切片が伸展し辛いなど基本手
技に難儀した。APSコート、MASコートなどの
切片剥離防止コートを施したスライドグラスを
次々試した後に、松波硝子のオリジナルである
PLATINUM PRO(プラチナプロ )コートスライド
グラス（松波硝子工業、PRO-12）にたどり着い
たことで安定した結果が出せるようになった。も
う一つの問題は肺魚歯胚の象牙芽細胞の各段階を
比較したいのにも関わらず、形成期の連続切片を
得る困難さであった。酵素組織化学、免疫組織化
学を施して比較検討するための岩様象牙質形成期
の連続切片が必須だというのに、肺魚歯板の形成
は個体の一生を通じて行われているはずが、17匹
用いたLepidosiren paradoxaのわずか 4 個体、しか
も一部にしか見られなかったため、膨大な労力と
期間を要したのであった。免疫染色の対比染色と
しては古典的な組織染色法であるエラスチカワン
ギーソン染色を用いた。病理診断で結合組織の中
の弾性繊維と膠原線維を染め分けるために使用さ
れる染色法を用いたことで、コラーゲン性の前駆

体層を明確に区別し、肺魚象牙芽細胞（ petroblast）
のステージを区別しながら隣接切片で免疫染色
を行うことが容易となって精緻な観察と考察が
可能となった。免疫染色には 8 種類の抗体（Ca 2 +-
ATPase、V-ATPase B 1 / 2  C 1 、リシルオキシダー
ゼ、NESTIN、GLUT－ 1 、GLUT－ 2 、GLUT－
3 、GLUT－ 4 ）を用い、既報では 4 種の陽性反
応を報告している。下等動物を材料として免疫染
色で特定のペプチドやタンパクの局在を調べる場
合には、使用した一次抗体がどれだけ正確に目的
物質を検出できているかという特異性の高さとそ
の検証方法が非常に重要である。通常、特異抗体
はヒトを主とする哺乳類のタンパクやペプチドの
配列を基にした抗原をマウス、ラット、ウサギ等
の実験動物を免疫して得られたものである。その
ような哺乳類の抗原タンパクに対する特異抗体を
用いて、系統的に距離のある魚類で免疫陽性反応
を検出する場合には種間のアミノ酸配列の相違は
必然であり、交差反応で検出していることになる。
得られた陽性反応がどれだけ特異的であるかの信
頼度が論文の品質に直結するのである。主な検証
方法としては実験に用いた魚類の組織ホモジネー
ト由来のタンパクを用いたウエスタンブロット解
析で抗原動物のコントロールタンパクと同様の分
子量の位置に陽性バンドとして検出することで示
したり (Sasagawa et al. 2018)、特異抗体と過剰な
特異抗原とをあらかじめ反応させて陽性反応が消
失することを確認する吸収試験、正常血清では反
応がみられないことを示すなどの方法を対照に用
いる。今回用いたCa 2 +-ATPase、V-ATPase B 1 / 2  
C 1 に関しては日本歯科大学名誉教授の笹川一郎
先生が詳細な検証とともに多数の既報に用いた抗
体ということで陽性を示す細胞および抗体の特性
は十分に検証済みであるものを分けて頂いて使用
することができた。実験開始当初から特異性には
十分な信頼性があり、原著論文投稿時の reviewer
のコメントも好意的であった。しかしながら、コ
ラーゲンの架橋構造形成に関与しているリシルオ
キシダーゼの免疫染色に関して、活性は形成期に
強く、成熟期では弱いと推察していたが、コント
ラストが低めで顕著な差が見られなかったことか
ら、論文掲載を見送ることにした。またGLUT－
1 に関しては最初に用いた一次抗体では検出でき
なかったものの、別の抗体では陽性反応が得られ
たためさらに慎重な検証が必要であった。GLUT
－ 1 一次抗体の特異性の検証には、既に筆者が
作成済みであった肺魚歯胚由来ｃDNAライブラ
リからGLUT－ 1 遺伝子を検索することで検証し
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た。哺乳類のGLUT－ 1 遺伝子配列を基にして
作成したプライマーを用いて、肺魚 (Lepidosiren 
paradoxa)の歯胚ｃDNAライブラリから約2000bp
の増幅産物が得られ、そのうちの600bpのシーク
エンスを解析してみたところ、すでにGeneBank
に登録済みのゼブラフィッシュGLUT－ 1 と70%
以上の相同性が認められた。もともと分子系統
学的に保存性が高いことが判明している既知の
GLUT－ 1 の遺伝子配列 (Mueckler et al. 1985)に、
肺魚も十分に相同性を有しているであろうことが
示唆されたデータを根拠として免疫染色で得られ
た陽性反応はGLUT－ 1 特異的なものであろうと
の確信を深めた。細胞内へのグリコーゲンの貯留
に関しては、これもまた古典的な組織中多糖類の
検出手法であるPAS（ Periodic Acid-Schiff）染色
が有効であった。さらには透過電子顕微鏡（TEM）
では過ヨウ素酸 -チオカルボヒドラジド -タンパ
ク銀反応 (PA-TCH-SP)によって細胞質には微細構
造レベルでグリコーゲンとみなされる中性多糖類
の蓄積を確認できたため、PAS染色の所見を確実
にできた。

結果と考察

　実験結果を肺魚象牙芽細胞（ petroblast）の各
段階の概略図とともに示した（図表 1 ）。
　ここでは 3 種類の酵素組織化学、 7 種類の抗体

（ Ca 2 +-ATPase、V-ATPase B 1 / 2  C 1 、NESTIN、
GLUT－ 1 、GLUT－ 2 、GLUT－ 3 、GLUT－
4 ）を用いた免疫染色で 4 種の陽性反応、および
PAS染色および電子顕微鏡を用いた細胞質へのグ
リコーゲンの貯留を報告している。

・酵素組織化学・免疫組織化学：
　原著論文 (Oka, Sasagawa, and Ishiyama 2017)で
は肺魚歯胚における肺魚象牙芽細胞（ petroblast）
の組織学的・組織化学的な検索により、酸性フォ
スファターゼ（ Non-specific ACP）、アルカリフォ
スファターゼ（ Non-specific ALP）の高い酵素活
性があり、特にpetrodentine形成における成熟期
の後期において強い傾向がみられた（図表 1 中
段）。魚類のエナメロイド形成において、Non-
specific ACP はティラピア (Sasagawa 1998a)、ポ
リプテルス (Sasagawa and Ishiyama 2005b)、ガー
(Sasagawa and Ishiyama 2005a)、などの硬骨魚類
では、石灰化期と成熟期の刷子縁のある内エナメ
ル上皮細胞（ inner dental epithelial; IDE細胞）の
遠心側細胞質に水解小体と考えられる陽性顆粒が
多数認められる。サメ、エイ類でも同様に石灰化

期と成熟期の IDE細胞中に認められるが、ネコザ
メでは石灰化期の外エナメル上皮細胞に強い活性
がある。これらは主にエナメロイド有機基質の
分解に関与していると考えられている (Sasagawa 
2002b)。魚類エナメロイド形成におけるNon-
specific ALPは、サメ・エイ類、硬骨魚類ともに
主に石灰化期と成熟期の IDE細胞の隣接面と近心
側の細胞膜に明瞭な活性が認められ、IDE細胞が
活発な物質輸送を行っていることを示唆している
(Sasagawa, Ishiyama, and Akai 2006)。
　Ca 2 +-ATPaseは板鰓類アカエイおよび硬骨魚類
のガー、ポリプテルスでは石灰化期と成熟期後
半に IDE細胞の細胞膜部分に強い活性が認めら
れる (Sasagawa 2002a; Sasagawa and Ishiyama 2002, 
2005b)。さらにガーの中間層細胞の細胞膜にも
明瞭な活性が見られる。これは哺乳類のエナメ
ル芽細胞同様にCa 2 +輸送が IDE細胞や中間層
細胞を通る経路で行われていることを示唆する
(Sasagawa and Ishiyama 2002)。
　V-ATPaseはコラーゲン基質の脱却に関与して
おり、酸性フォスファターゼとして検出されてき
たものと局在が重複するものもあると考えられて
いる。H+-ATPaseとして働き、破骨細胞で見られ
るものと同じく酸性領域を作り、基質分解に関与
している可能性が指摘されている。（図表 1 中段
参照）
　肺魚のpetrodentine形成において、成熟期の後
期ではNon-specific ACP、Non-specific ALPの強い
活性が認められ、Ca 2 +-ATPase、V-ATPaseの免疫
活性も他の段階の細胞より強かった。この結果は
いずれも肺魚象牙芽細胞（ petroblast）による基
質の分解および脱却が盛んに行われていることを
示唆しており、象牙芽細胞の一種であるpetroblast
は、エナメル上皮細胞と同様に分泌と分解・脱却
の二段階の機能を持つことを裏付ける結果と考え
られた。
　肺魚象牙芽細胞（ petroblast）における酒石酸
抵抗性酸性フォスファターゼ（ TRAP）の陽性反
応は、形成期、成熟期のいずれの細胞でも見られ
なかった。肺魚象牙芽細胞（ petroblast）、および
歯冠側の細胞に反応はみられなかったが、髄床底
にある単核の吸収性細胞でのみ陽性反応が検出さ
れた。成熟期に起こるコラーゲン基質の分解・脱
却は髄床底から吸収性の細胞が移動してきている
のではなく、肺魚象牙芽細胞（ petroblast）が自
ら行っていることを裏付けるものであり、分泌と
分解・脱却という二段階の形質を持つという仮説
の裏付けの一つとして、この陰性反応は筆者らに
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とっては好ましい結果であった。
　NESTIN（ネスチン）は、神経外胚葉の幹細胞
に特有の IV型中間径フィラメントに分類される
細胞骨格タンパクである (Omary, Coulombe, and 
McLean 2004)。このNESTINが免疫組織化学的に
象牙芽細胞のマーカーとなりうるとの報告がある
(Ishikawa et al. 2010)。NESTINは他の象牙芽細胞
マーカーと比較しても安定しており、歯乳頭の
段階から発生と分化にともなってNESTIN免疫陽
性反応が強まっていくため、安定した象牙芽細
胞のマーカーとなり得るとの報文がある (Quispe-
Salcedo et al. 2012)。一方で、petrodentineの形成は
肺魚象牙芽細胞（petroblast）のみの関与で求心的、
かつ間欠的に行われることがわかっている。肺魚
象牙芽細胞（ petroblast）が想定された細胞周期
の中で一体どのようなNESTIN陽性反応を示すの
か、また変化がみられるのかに注目した。肺魚象
牙芽細胞（ petroblast）が周辺組織から新たに分
化してくる兆候や細胞分裂を示す顕微鏡像は一切
観察されなかったこととあいまって陽性反応の検
出は細胞周期検証の手がかりになることを期待し
てNESTINの免疫染色を行ったのである。結果、
成熟期後期の肺魚象牙芽細胞（ petroblast）では
陽性反応が観察されたものの、形成期～成熟期前
期では明確な陽性反応を観察することができな
かった。（図表 1 , anti-NESTIN参照）今回の結果が、
petrodentine形成の一工程を終えた肺魚象牙芽細
胞（ petroblast）が、新たな形成サイクルに向かっ
て分化する様子を示しているのだとすると非常に
興味深い結果である。

・グリコーゲンの蓄積と歯の発生：
　前述のとおり、組織学分野では骨芽細胞の前駆
細胞にグリコーゲンが存在し、骨芽細胞へ分化す
るとグリコーゲンが消失することから (Scott and 
Glimcher 1971)、グリコーゲンの消失が骨基質の
石灰化に関与するものであろうことは古くから考
えられていた (Harris 2002)。近年になって、マウ
ス胎生期の歯胚において歯小嚢細胞が大量のグ
リコーゲンを含有しており、グリコーゲン含有
細胞の存在が歯の形態発生に関するシグナル活
性、骨形成、エナメル器での星状網形成や神経支
配にまで関与する可能性が示唆された (Ohshima, 
Wartiovaara, and Thesleff 1999)。さらにマウス臼歯
の形成初期においてglucose transporter 1 (GLUT-
1 )によるグリコーゲンの貯蔵が初期の歯の形態
形成およびその大きさの決定に必須であることが
報告されている (Ida-Yonemochi et al. 2012)。 マウ

スの下顎第一臼歯歯胚の発育過程において，エ
ピジェネティクス関連ヒストン脱アセチル化酵
素（HDACs）およびグルコーストランスポーター

（ GLUTs）の局在から、マウス歯胚発生過程に
おいて，グルコース代謝とエピジェネティクス
が関連している可能性が示唆された (Sasaki et al. 
2014)。下等動物において、歯の発生とグルコー
ス輸送やグリコーゲンの蓄積に関連した報告はほ
とんど見つからない。現生古代魚ラブカでは、エ
ナメロイド基質形成中の IDE細胞内に多量のPAS
陽性グリコーゲンが出現し、象牙前質が形成され
る頃になると細胞質中のグリコーゲンが急激に減
少するという記述がある (Goto 1977)。またエイの
IDE細胞に大量のグリコーゲンの蓄積があったと
の報告もある (Prostak and Skobe 1988)。いずれに
しても、本研究では光学顕微鏡のPAS染色及び電
子顕微鏡による観察 (PA-TCH-SP)で、肺魚の象牙
芽細胞（ petroblast）には高濃度のグリコーゲン
が貯留されることが確認された。
　PAS染色によるグリコーゲンの検出では、肺魚
象牙芽細胞（ petroblast）へのグリコーゲンの貯
留はpetrodentine前駆体形成に引き続いて起こる
成熟期後期の段階で顕著であった。
　GLUT－ 1 の免疫陽性反応は成熟期の後期およ
びそれ以前の成熟期の初期から中期に明確な免疫
反応として観察され、活発なグルコースの取り
込みが示唆された。肺魚象牙芽細胞（ petroblast）
は周期的に変化しながらその役割を全うしていく
と仮定して作成した細胞の周期（図表 1 ）に当
てはめると、細胞質へのグリコーゲンの貯留はそ
のcell cycle内の一工程を完了し、次のサイクル
への移行期ないしは工程の休止期に相当する段階
でなされるものであると考えられた。肺魚象牙芽
細胞（ petroblast）細胞質にグリコーゲンが貯留
される意義について現段階では明確な結論を持た
ないが、petrodentineの高石灰化組織獲得に必要
な細胞機能発現のためにglycogenグリコーゲンが
働いており、高石灰化組織の獲得には多量のエネ
ルギーが必要であるなど、petrodentine形成に関
連した重要な役割を果たすであろう事が推測され
る。
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結　論

　単一の細胞がエナメル質に匹敵する硬度を持っ
た高石灰化組織を生成する肺魚岩様象牙質形成機
構の詳細が明らかになることによって脊椎動物の
硬組織進化に関して有用な知見を得られることを
確信して本研究に取り組んでいる。筆者は天然由
来の微生物や有用成分を歯科医学に役立てるため
の研究を自らの中心課題としており、納豆菌が齲
蝕治療に応用可能であったり (Oka 2018)、海藻に
含まれる硫酸化多糖類であるフコイダンがオーラ
ルヘルスケアに有用な特性を持つこと (Oka et al. 
2020)などを国際誌で発表し注目を集めている。
それらの研究テーマの中でもなお、象牙芽細胞の
みでエナメル質に匹敵する硬度をもつ肺魚歯板の
petrodentine (Currey and Abeysekera 2003)形成機構
の詳細解明は、エナメル質や象牙質の詳細な形成
機構のみならず、歯の再生にも貢献できる重要な
研究テーマと考えており、今後も詳細な研究を継
続する予定である。また、歯の発生過程における
グリコーゲンの果たす役割と併せて、ヒトを含む
高等動物における硬組織の石灰化機構や石灰化異
状疾患の解明、さらには再生医療に関わる生体材
料の開発にも貢献できる研究にまで発展する可能
性を含んでおり、単なる比較解剖や古生物学的視
点にとどまらずより多くの研究者が注目・参入す
る価値を有する研究であり、解明すべき課題であ
ることを強調し続けていきたいと考えている。
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