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研究成果の概要（和文）：  本研究では、新規アメロジェニン会合分子 Glucose regulated protein 78
（Grp78）が歯周組織再生に与える影響を検証するためヒト歯根膜幹細胞／前駆細胞株である1-17を用いて、ア
メロジェニン(rM180)とGrp78の生物学的相互作用を検討した。その結果、rM180刺激がTGF-beta経路と細胞遊走
関連経路を活性化すると同時にGrp78発現量が細胞遊走関連遺伝子群の発現制御に関与することを解明した。細
胞機能の解析において、rM180刺激とGrp78強発現は1-17細胞の細胞遊走能と細胞接着能を促進した。さらに1-17
細胞で著明な葉状仮足形成の促進が認められた。

研究成果の概要（英文）： Our recent proteomic study identified glucose-regulated protein 78 (Grp78) 
as a new amelogenin-binding protein. we demonstrate the cellular responses induced by the biological
 interaction between amelogenin and Grp78 in the human undifferentiated PDL cell line 1-17, which 
possesses the most typical characteristics of PDLSCs. Microarray analysis indicated that rM180 and 
Grp78 regulate the expression profiles of cell migration-associated genes in 1-17 cells. Moreover, 
Grp78 overexpression enhanced rM180-induced cell migration and adhesion without affecting cell 
proliferation, while silencing of Grp78 diminished these activities. Finally, binding of rM180 to 
Grp78 promoted the formation of lamellipodia, and the simultaneous activation of Rac1 was also 
demonstrated by NSC23766, a widely accepted Rac1 inhibitor. These results suggest that Grp78 is 
essential for enhancing amelogenin-induced migration in 1-17 cells.

研究分野：歯周病学分野

キーワード： アメロジェニン　Grp78
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１．研究開始当初の背景 
 歯周組織はセメント質・歯根膜・歯槽骨・
歯肉により構成されているが、特に歯根膜は
歯根周囲を覆うだけでなく歯槽骨と歯を連
結しており、歯の維持に必須である。さらに
歯根膜は、歯周組織の再生過程において中心
的役割を果たす歯根膜幹細胞（PDLSCs）の
供給源として注目されている。PDLSCsは自
己複製能を持ち、微小環境に応じて線維芽細
胞、骨芽細胞、またはセメント芽細胞に分化
する。そのため歯周組織再生の初期段階にお
いて、これら PDLSCsを歯周組織欠損部位へ
誘導することが極めて重要なステップとな
る。 

EMD の主要成分（> 95％）であるアメロ
ジェニンは、ECM 蛋白の 1 種である。アメ
ロジェニンは歯の成長過程においてエナメ
ル芽細胞により分泌され、歯根象牙質表層に
沈着する。その結果、アメロジェニンがセメ
ント質および歯根膜の形成を誘導し、歯槽骨
の石灰化を促進する。そのためアメロジェニ
ンは、歯周組織再生を誘導する生物活性分子
の一つであると位置づけられている。EMD
の歯周組織再生効果について、エナメル基質
蛋白の他の成分が組織再生に関与している
可能性がある一方で、最近の研究では組み換
えアメロジェニン単独でも、動物実験で歯周
組織の再生を誘導することが報告された。 
 
２．研究の目的 
 私たちはこれまでの研究でアメロジェニ
ンの生理活性機序の解明を目的として、完全
長の組換えアメロジェニン（rM180）と骨芽
細胞を用いてアメロジェニン結合タンパク
のスクリーニングを行った。その結果、
Glucose regulated protein 78（Grp78）が骨
芽細胞の細胞質分画および細胞膜分画の両
分画で唯一同定された。Grp78は熱ショック
タンパク質 70（HSP70）ファミリーに属し
ており、小胞体分子シャペロンや小胞体スト
レスのシグナル伝達経路の調節因子として
知られている。Grp78は主に小胞体に存在し
ているが、小胞体ストレス刺激により細胞膜
上へと誘導され、受容体としてシグナル伝達
に関与するといわれている。さらに、Grp78
の細胞表面への局在が腫瘍細胞の浸潤と遊
走に関連することも報告されている。 
本研究では、アメロジェニンと Grp78間の
生物学的相互作用が PDLSCs の細胞応答に
及ぼす影響について解析を行った。 

 
３．研究の方法 
PDLSCs を証明する決定的なマーカーは未
だ不明であるため、実験にはヒト多能性歯根
膜幹細胞/前駆細胞株である 1-17 細胞を使
用した。さらに、PDLSCs に Grp78 強発現ベク
ター、siRNA を導入し、細胞内シグナル伝達
経路をウエスタンブロッティング法により
解析した。また、アメロジェニンが PDLSCs
の細胞機能に及ぼす影響について検証した。 

４．研究成果 
Grp78 は PDLSCs においてアメロジェニンの
エンドサイトーシスを媒介する。 
rM180 添加、無添加時の Grp78 の 1-17 細胞
内局在を非透過処理化条件下で確認した。
rM180 の添加前にも発現量は少ないが Grp78
は 1-17 細胞の細胞膜上に限局して発現して
いる。rM180 添加 10 分後では rM180 は細胞
膜に付着するだけでなく、細胞膜上で発現し
ている Grp78 との共局在が確認された。以上
より、外因性の rM180 刺激と 1-17 細胞に発
現している Grp78 は相互作用を示し、アメロ
ジェニンの細胞内取り込みが細胞膜上に発
現しているGrp78を介して行われることが示
唆された。 

 
PDLSCs においてアメロジェニン刺激は
TGF-beta 経路を活性化し、Grp78 の発現レベ
ルは細胞遊走関連遺伝子群の発現プロファ
イルに影響を及ぼす。  
続いて、細胞にGrp78siRNAを導入し、rM180
刺激を行った場合、rM180 刺激後 4 時間の細
胞では、rM180 刺激後 24時間の細胞より多く
の遺伝子発現変動が起こっていた。アメロジ
ェニン刺激は転写レベルで比較的早期の遺
伝子発現変動が生じていたが、24 時間でほぼ
沈静化傾向にあった。 



さらに、機能的情報についてクラスター解析
を行った結果、最上位の enrichment 値のグ
ル ープは“cell migration” 、  “cell 
localization”、 “cell motility” およ
び “cell movement”といった細胞遊走関連
用語でしめられていた。TGF-beta が歯根膜細
胞の生理活性に及ぼす効果も考慮したうえ
で、細胞遊走効果に注目した。PDLSCs の細胞
遊走能は歯周組織再生過程において重要な
機能を担っているため、アメロジェニンおよ
びGrp78が細胞遊走関連遺伝子群の発現に及
ぼす影響について遺伝子変動プロファイル
を解析した。1-17 細胞において、以下の項目
でぶんるいした。①siRNA の種類（コントロ
ール、Grp78）②rM180 刺激の有無、③rM180
の刺激時間（0, 4, 24 時間） 遺伝子用語に
基づき抽出された116の細胞遊走関連遺伝子
について、クラスター解析したヒートマップ
を作成してサンプル間の比較を行った。また、
4時間後および 24 時間において、有意な発現
変動（|logFC| ≥ 0.5）がみられた遊走関連
遺伝子を抽出し比較解析を行った。発現変動
遺伝子数は 72 遺伝子(4 h) から 32 遺伝子 
(24 h)への減少し、アメロジェニン刺激と
Grp78 ノックダウンでは同様の遺伝子発現
傾向が認められた。また、アメロジェニン刺
激中のGrp78の影響での発現プロファイルは
かなり異なっていた。この比較プロファイル
は相反する傾向にあったため、大部分のアメ
ロジェニン誘導遺伝子がGrp78の発現レベル
の影響を受けることが示唆された。 

 
アメロジェニン誘導性の細胞遊走活性は
Grp78 依存性である 
in vitro において Grp78とアメロジェニン
の相互作用が細胞遊走に与える影響を検討
するため、創傷治癒モデルアッセイによる細
胞遊走能実験を行った。24時間時点で、rM180
刺激もしくはGrp78強発現のみでも細胞遊走
を促進したが、Grp78 強発現 1-17 細胞に

rM180 刺激を添加すると、さらに細胞遊走が
促進した。対照的に、Grp78 のノックダウン
群では細胞遊走が抑制されるだけではなく
rM180 誘導性細胞遊走の効果も減少した。 
 
 

 
アメロジェニン刺激およびGrp78の発現変動
は、PDLSCs の細胞増殖能に影響しない。 
細胞増殖の亢進に伴い起こった現象かど
うかを検証するため、1-17 細胞の細胞増殖能
に対するGrp78強発現およびアメロジェニン
刺激の効果を、WST-8アッセイならびにKi-67
染色細胞増殖アッセイにより評価した。 
WST-8 アッセイでは b-FGF 刺激（50 ng/mL）
をポジティブコントロールとして使用した。
ポジティブコントロールを除いた群間にお
いて細胞増殖率に有意な差は認められなか
った。また、Ki-67 染色においても同様の結
果が得られ、rM180 の存在、非存在下での
Grp78 強発現は Ki-67 陽性細胞の割合に影響
を及ぼさなかった。 
 

PDLSCs におけるアメロジェニン刺激および
Grp78 の強発現は Lamellipodia (葉状仮足) 
の形成を促進する 
一般的に、細胞遊走には細胞骨格の再構成
と細胞形態の変化が必要であることが知ら
れている。特に移動方向に対しては、葉状仮
足や糸状仮足に代表される細胞周囲への突
起の形成が重要になる。アメロジェニンと
Grp78 が、細胞遊走に伴うアクチン構造や細
胞形態の変化に及ぼす影響を検討した。1-17
細胞の細胞骨格を染色し、各条件での細胞の



形態を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。
その結果、アメロジェニン刺激を加えた
Grp78 強発現 1-17 細胞において、葉状仮足を
呈する細胞数の著明な増加が認められた。一
方、糸状仮足の形成には変化が認められなか
った。そこで、各条件下での葉状仮足を呈す
る細胞の割合を測定した。1-17 細胞において
Grp78 の強発現は葉状仮足の形成を促進した
が、rM180 刺激を加えることにより、さらに
葉状仮足の陽性率が有意に増加した 
 

アメロジェニン刺激によって Rac1 が活性化
し、Grp78 を強発現量させると、さらに Rac1
活性は増強する。 
Rho ファミリーG タンパク質が細胞極性と
細胞骨格の動態を制御することは広く知ら
れている。中でも Rho ファミリーG タンパク
質の Rac1/Cdc42 は糸状仮足、葉状仮足の形
成において重要な分子である。これまでの実
験結果において、細胞遊走と葉状仮足形成が
増加したことから、アメロジェニンと Grp78
の相互作用が Rac1/Cdc42 の活性化に関わっ
ている可能性が生じた。そこで、Rac1/Cdc42
の活性を検討するため、Rac1/Cdc42 が特異的
に結合する PAK1 ビーズを使用したプルダウ
ンアッセイにより検討した。その結果、アメ
ロジェニン刺激およびGrp78強発現群では総
Rac1 レベルの変動なしに、活性型 Rac1 の発
現量が亢進した。特に Grp78 強発現細胞にア
メロジェニン刺激を加えた実験群で、最も活
性型 Rac1 が増加した。一方、活性型 Cdc42
はどの条件下でも有意な差は認められなか
った。これらの結果は、アメロジェニンと
Grp78 の相互作用によって誘導される葉状仮
足の形成や細胞遊走の促進に、Rac1 の活性が
関与していることを示唆している。 
 
結論として、本研究では Grp78 とアメロジ
ェニンの生物学的相互作用が、PDLSCs 細胞株
である 1-17 細胞の細胞増殖能に影響を与え
ることなく、アメロジェニン誘導性細胞遊
走・細胞接着を促進させることを示し、さら
に Rac1 の活性化と葉状仮足の形成がアメロ

ジェニン誘導性細胞遊走の重要なステップ
であることを示した。今回得られた知見はア
メロジェニンによって誘導される歯周組織
再生の機能の一端を解明する重要な分子基
盤の一つと考えられる。 
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