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研究成果の概要（和文）：アメロジェニンはエナメル質基質タンパクであるが、破骨細胞分化を抑制すると報告
されている。しかしその詳細な機序は不明である。そこでマウスアメロジェニンスプライシングアイソフォーム
の一つであるロイシンリッチアメロジェニンペプチド（LRAP）の破骨細胞分化に与える影響を検討した。化学合
成LRAPは骨芽細胞増殖を抑制したが、アメロジェニン結合タンパクであるLAMP-1に対する抗体存在下ではコント
ロール群と有意な差が認められなかった。またLRAPは直接、破骨細胞分化に影響を与えなかったが、アメロジェ
ニン結合タンパクGrp78は歯周組織分化とともに歯根膜細胞における発現が上昇する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Amelogenin is one of proteins of enamel matrices and may play a key role in 
the maintenance of periodontal tissues. It has been still unknown the mechanism of suppressing 
osteoclastgenesis with amelogenin. Our study shows that chemical synthesized LRAP, one of amelogenin
 splicing isoforms suppressed the osteoblast cell proliferation but there is no difference between 
the control and the presence of LAMP-1 antibody. LRPA have no apparent effect on osteclastgenesis 
but the expression of Grp78, one of amelogenin binding protein, was increased in periodontal 
ligament cell during periodontal tissues development.     

研究分野：口腔解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでアメロジェニンの破骨細胞分化について詳細な機序を明らかにした知見は少ない。本研究はアメロジェ
ニンのスプライシングアイソフォームの一つであるLRAPを化学合成により作成し、破骨細胞分化に与える影響に
ついて検討した。その結果、化学合成LRAPは直接破骨細胞分化に影響を与えないが、骨芽細胞の細胞動態に影響
を与えたことは、LRAPの破骨細胞分化制御は骨芽細胞経由であるとともにLAMP-1が関与する可能性を新たに示唆
した。さらに、歯周組織分化とともにGrp78の歯根膜細胞における発現上昇は、歯周組織におけるGrp78発現は
LRAPによる破骨細胞分化制御に関与する可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
アメロジェニンはエナメル質形成初期にみられるエナメルマトリックスプロテインの１つであ
るが、アメロジェニン遺伝子は９つのエクソンから構成され、いくつかのスプライシングアイソ
フォームが存在することが知られている。我々はアメロジェニンの異なるスプライシングアイ
ソフォームの破骨細胞分化における機能の差異について以下のことを報告してきている。すな
わち、エクソン４および６の一部欠如による leucine rich amelogenin peptide (LRAP)、およ
びエクソン４のみ欠如による M180 は歯根膜に発現している。また LRAP および M180 を含むすべ
てのスプライシングアイソフォームの発現が欠如したマウス（アメロジェニンノックアウトマ
ウス）では、歯根膜における破歯細胞数が増加し歯根吸収が見られ、セメント芽細胞における
receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL)の発現が上昇していた。これ
らの破歯細胞分化制御に関して、我々はシグナル伝達因子としてのアメロジェニンについて検
討してきた。その結果、次のことを報告、または知見を得た。in vitro において LRAP および
M180 は歯根膜線維芽細胞および間葉細胞の増殖および細胞遊走を促進した。LRAP は歯根膜由来
線維芽細胞と共培養の環境下で破骨細胞分化を抑制した。さらに Fmoc 基ペプチド固相合成法
（Fmoc 固相合成法）によりリコンビナントマウス LRAP を作成し、軟骨細胞株 ATDC5 の細胞増殖
を促進した。また、我々はアメロジェニンノックアウトマウスの歯根膜における破歯細胞の出現
は、歯根完成と同時にみられることを見いだしている。さらに免疫組織学的検索により LAMP-1
は歯根形成開始から歯根完成まで継続して歯根膜に発現していることを報告した。これらのこ
とは歯根膜組織に存在しているアメロジェニンスプラシングアイソフォーム、特にLRAPはRANKL
の発現に関与し、破歯または破骨細胞分化または細胞動態を制御している可能性を示唆してい
る。 
 
 
２．研究の目的 
これまで、アメロジェニンスプライシングアイソフォームが間葉由来細胞にさまざまな機能を
持つことが報告されているが、どのような作用機序でもって機能するかは明らかにされていな
い。さらにアメロジェニンスプライシングアイソフォームの間葉由来細胞による破骨細胞分化
抑制機序は不明である。近年、LRAP が４回膜貫通型受容体 lysosome-associated membrane 
protein 1（LAMP1）および LAMP3 と結合することが報告された。LAMP1 および LAMP3 はリソソー
ムで産生され、細胞内では細胞内小胞として存在する。また LAMP1 および LAMP3 は細胞膜表面に
移動しエンドサイトーシスに関与することが知られている。さらに 2013 年に Fukuda らにより
小胞体に存在するタンパクである glucose-related protein 78 (Grp78/Bip)がアメロジェニン
受容体である可能性を示唆している（Fukuda T, et al.,PLoS One, 2013;8(10) e78129）。そこ
で本研究の目的は、LRAP による破骨細胞分化抑制は、LRAP が間葉由来細胞膜表面に存在する
LAMP-1 および LAMP-3 に結合し、細胞内に取り込まれた LRAP によるとともに、同じくアメロジ
ェニン受容体の報告がある Grp78 の関与を検討することである。 
 
 
３．研究の方法 
(1)4 週齢マウスの脛骨骨端を摘出しパラフォルムアルデヒド溶液にて固定、脱灰、およびパラ
フィン切片を作成した。パラフィン切片に LAMP1，LAMP3、および Grp78 の抗体を用いた免疫
染色をおこなった。 
(2)マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞細胞増殖培地にて実験に供与できる細胞数まで増加後、
LAMP1 に対する免疫染色、および化学合成 LRAP による細胞増殖能について検討した。細胞増
殖能はホルマザン色素に対する吸光度を用いた。また LAMP1 抗体存在下における細胞増殖能
を検討した。 
(3)胎生 15 日齢マウス頭部および生後 4 週齢下顎骨を摘出し、パラフォルムアルデヒド溶液に
て固定、脱灰、およびパラフィン切片を作成した。パラフィン切片に Grp78 の抗体を用いた
を行った。 
(4)マウスマクロファージ由来 RAW264 細胞を可溶性 Receptor activator of NF-kB ligand 
(sRANKL)添加した水溶性溶媒添加群および LRAP 添加群に分けて培養し、酒石酸耐性酸性ホス
ファターゼ（TRAP）染色により観察した。 
(5)マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞を用いて、無添加群、水溶性溶媒添加群、化学合成 LRAP 添
加群に分けて培養し、それぞれの total mRNA を用いて RT-PCR 法により遺伝子発現を検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)間葉由来細胞において LAMP1、LAMP3、および Grp78 の発現を検討した。その結果、H-E 染色
で認められる新生骨上の骨芽細胞（Fig.A, arrow）にそれぞれの抗体陽性反応が認められた
が、LAMP3(Fig.C)の反応は LAMP１(Fig.B)および Grp78(Fig.D)と比較して弱かった。これら
のことは破骨細胞分化に重要な役割を果たす RANKL は骨芽細胞に発現が認められるが、生体



の骨芽細胞においてアメロジェニン結合タン
パクが発現している可能性が示唆しており、骨
芽細胞はアメロジェニンによる破骨細胞分化
制御に関与しうる可能性が示唆された。 
 
(2)骨芽細胞株における LAMP1 の発現および LRAP
による細胞増殖能を検討した結果、マウス頭蓋
冠由来骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞において、生
体と同様に LAMP1 の発現が認められた（写真）。
また、化学合成 LRAP 添加群（csLRAP）ではコ
ントロール群（Control）と比較して有意に細胞
増殖を抑制したが、 LAMP1 抗 体添加群
（csLRAP+Ab）ではコントロール群（Control）
と比較して差は認められなかった。これらのこ
とは LRAP は骨芽細胞増殖を制御するが、LAMP1
はその機序に関与する可能性を示唆された。 
 
(3)歯根膜組織に存在している LRAP は RANKL 発現
に関与することから、歯周組織形成過程におけ
る Grp78 の発現を検討した。その結果、胎生 15
日齢マウスにおける歯小嚢細胞（Fig.A, 
asterisk）において Grp78 抗体に対する陽性反
応は弱かった(Fig.B, asterisk)。一方、骨芽細
胞（Fig. A, arrowhead）は陽性反応が認められ
た(Fig.B, arrowhead)。4週齢マウスの歯根膜
（Fig.C, double arrowhead）において、Grp78
の抗体に対する陽性反応が認められた(Fig.D, 
double arrowhead)。これらのことは歯根膜細胞
の分化とともにアメロジェニン結合タンパク
の一つであるGrp78の発現が上昇する可能性を
示唆している。 
 
(4)RAW264 細胞を用いて化学合成 LRAP の破骨細胞
分化に与える影響を検討した。その結果、
sRANKL を添加した水溶性溶媒添加群(Fig.A)で
は、TRAP 染色陽性反応が認められる多核細胞が
出現した。また化学合成 LRAP（csLRAP）添加群
においても同様に TRAP 陽性多核細胞が認めら
れたが(Fig.B)、陽性細胞数に差は認められな
かった。このことは化学合成 LRAP は破骨細胞
分化に直接影響を与えない可能性が示唆され
た。 
 
(5)化学合成 LRAP の骨芽細胞の RANKL 発現に与え
る影響について検討した。その結果、化学合成
LRAP 添加群(csLRAP)では、水溶性溶媒添加群
(Carrier Control)と比較して RANKL 遺伝子発
現が減少し、無添加群(Control)と同レベルの
遺伝子発現だった。このことは、化学合成 LRAP
は骨芽細胞を介した破骨細胞分化に関与する
可能性が示唆された。 
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