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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト骨芽細胞株、ヒトセメント芽細胞株などの歯周組織構成細胞および
ヒト脂肪由来ＭＳＣｓ、ヒト歯髄由来ＭＳＣｓなどの間葉系幹細胞に対するアメロゲニンペプチドの影響につい
ての検討を行った。アメロゲニンペプチドの添加によって、歯周組織構成細胞および歯髄、脂肪由来ＭＳＣｓの
細胞増殖や基質産生能などの代謝に影響を及ぼすことが明らかになった。また、アメロゲニンペプチ ドのシグ
ナル伝達機構について検討を行った結果、アメロゲニンペプチド添加により、脂肪由来ＭＳＣｓのＥＲＫ1/2の
リン酸化を介してＭＳＣｓの代謝に影響を及ぼしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of the amelogenin peptide on the 
metabolism of human MSCs and periodontal tissue cells. As a result, we identified amelogenin peptide
 regulates the proliferation and differentiation of these cells. Furthermore, an examination of the 
intracellular signaling pathway showed that amelogenin peptide increased the proliferation of MSCs 
via an interaction with LAMP1 and the MAPK-ERK signaling pathway.

研究分野： 歯科矯正学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯科領域でしばしば遭遇する骨欠損において、既存の自家骨移植に代わる骨再生治療法は未だ確立されておら
ず、本研究では生体内蛋白であるアメロゲニンを用いた骨再生療法の確立を目的としている。アメロゲニンの活
性部位を安全で安定的な機能性ペプチド創薬として臨床応用を目指す点において新規性があり、生体材料と組み
合わせて用いる点において学術的な意義がある。さらにアメロゲニンペプチドが歯周組織細胞や間葉系幹細胞の
代謝を調節する機能を有することが明らかとなり、歯周病患者などの歯周組織再生療法への臨床応用の実現につ
ながる成果と考えられ、社会的にも貢献することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
歯科領域において、骨欠損部の骨再生は待望される課題の 1 つである。歯周病は国民の 8 割

が罹患する国民病とされ、重篤化すると歯槽骨吸収による骨欠損に続き、歯の動揺・脱落が生

じ、咀嚼や嚥下機能の低下を招く。また、口蓋裂患者のように先天性に口腔内の骨欠損を有す

る場合においては、顎裂部の歯の萌出が妨げられたり、発音障害をきたすこともある。このよ

うな喪失した歯槽骨の回復や口蓋裂患者における顎裂閉鎖に対する治療として、現在では自家

骨移植が最も確実な方法として広く用いられている。しかしながら、自家骨移植は骨採取部位

への侵襲や採取できる骨量に限界があるといった問題を有しているため、バリアメンブレンを

用いた骨再生誘導法(GBR 法)や、ハイドロキシアパタイト、β-TCP などの骨補填材を併用して

移植する方法、そして骨誘導因子である BMP2、7 および塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)、

多血症板血漿(PRP)などの生体内に存在する生理活性物質などの方法が検討されているが、未だ

十分な治療結果は得られていない。近年、ブタの幼若エナメル蛋白から抽出された Enamel 

matrix derivative (EMD) による歯周組織再生療法が行われ、良好な治療成績が報告されている。

申請者らはEMDの主成分であり、エナメル質形成に重要な役割を持つアメロゲニンに着目し、

歯周組織構成細胞における生理活性について検討を重ねてきた。その結果、培養ヒト MSCs の

増殖能および基質産性能を亢進させること(Tanimoto et al., J Periodontol 83(5): 672-679, 2012)、培

養ヒトセメント芽細胞に生理活性を有すること (Kunimatsu et al., J Periondontol 82(11): 

1632-1638, 2011)を明らかにした。さらにアメロゲニンの活性部位を機能性ペプチドとして精製

して用いることにより、安全で安定的な効果が得られやすいと考えた。 

近年、再生医療分野において、細胞、生理活性因子、足場となる生体材料を組み合わせ

て組織再生を誘導する生体組織工学 (tissue engineering) の研究が注目されている。細胞に

種々の生体材料を組み合わせ、再生の場を構築することにより、再生過程の初期の適切な

環境が設定でき、自己修復の機能を誘導することが可能となれば、自己組織中の幹細胞や

前駆細胞等が増殖し、周辺の成熟細胞からの分化誘導によって正常組織や臓器が再生する

と考えられる。歯周組織の再生においては、セメント芽細胞や骨芽細胞に分化しうる歯根

膜由来間葉系幹細胞が歯根面に誘導されることが必要であると考えられているが、生体内

の幹細胞は加齢とともに減少し、また歯周病患者では歯根膜組織の破壊により、歯根膜に

内在する幹細胞のみでは、十分な再生効果を得ることが難しい。そこで、他の組織より採

取した幹細胞を移植することにより、歯周組織再生を促す治療法の開発が進められ、その

中でも採取が容易で患者への負担が少なく低侵襲性であることから、歯髄由来間葉系幹細

胞および脂肪由来間葉系幹細胞が注目されている。しかしながら、口腔領域における骨再

生のための歯髄由来間葉系幹細胞および脂肪由来間葉系幹細胞の応用については、これま

でほとんど報告がみられない。申請者らは、アメロゲニンペプチドと間葉系幹細胞、生体

材料を組み合わせて欠損部に移植することにより、これまで自己の細胞修復能を発揮しづ

らかった歯周病患者において、歯周組織再生効果の限界の克服と適応症の拡大が期待でき

ると考えた。アメロゲニンペプチドをバリアメンブレンに固定し、間葉系幹細胞と一緒に

喪失した歯周組織の歯根面に応用することにより、歯肉上皮や歯肉結合組織の増殖から組

織再生のスペースを確保しつつ、幹細胞のセメント芽細胞および骨芽細胞への増殖や分化

を誘導し、より効果的に歯周組織再生を促進できるものと予想される。 

 

 

 



２．研究の目的 

歯科領域でしばしば遭遇する骨欠損において、既存の自家骨移植に代わる骨再生治療法

は未だ確立されていない。申請者らは、これまで生体内蛋白であるアメロゲニンを用いた

骨再生療法の確立を目的とし、様々な検討を行ってきた結果、アメロゲニンペプチドと間葉

系幹細胞、生体材料を組み合わせて欠損部に移植することにより、これまで自己の細胞修復能

を発揮しづらかった歯周病患者において、歯周組織再生効果の限界の克服と適応症の拡大が期

待できると考えた。アメロゲニンぺプチドをバリアメンブレンに固定し、間葉系幹細胞と一緒

に喪失した歯周組織の歯根面に応用することにより、歯肉上皮や歯肉結合組織の増殖から組織

再生のスペースを確保しつつ、幹細胞のセメント芽細胞および骨芽細胞への増殖や分化を誘導

し、より効果的に歯周組織再生を促進できるものと予想された。また、これまで口腔領域での

骨再生に応用した報告が少なく、低侵襲で採取可能な歯髄由来間葉系幹細胞および脂肪由来

間葉系幹細胞に対するアメロゲニンペプチドの影響を明らかにすることによって、アメロ

ゲニンペプチドの作用機序の解明や、臨床応用の実現も視野に入れた重要な成果が得られ

るものと期待された。以上から、新規アメロゲニンペプチド創薬をさらに効率的に臨床応用す

るため、アメロゲニンペプチド、吸収性 GTR メンブレンと間葉系幹細胞の 3 つを組み合わせ

た新規歯周組織再生誘導治療法の確立を目指すことを目的とし、本研究を行った。 

 
３．研究の方法 
ヒト骨芽細胞株、ヒトセメント芽細胞株、ヒト脂肪由来 MSCs、ヒト骨髄由来 MSCs を用いて

以下の検討を行った。 

（１）アメロゲニンペプチド添加が各細胞に及ぼす影響についての検討 

アメロゲニンペプチド添加が細胞増殖能に及ぼす影響について検討するため、ELISA BrdU 

assay および MTS assay を用いて解析した。また、アメロゲニンペプチド添加が基質産生能に及

ぼす影響について検討するため、骨分化誘導培地にて培養を行い、アメロゲニンペプチドを添

加し、骨分化誘導後のアルカリフォスファターゼ (ALP)、骨シアロ蛋白 (BSP) などの骨代謝マ

ーカーの遺伝子発現について、定量 PCR 解析を行った。また、骨代謝マーカーの蛋白質発現レ

ベルについて、定量 Western blot 解析を行った。 

さらに、アメロゲニンペプチドのシグナル伝達機構について、MAPK 経路として知られてい

る ERK1/2 および p38、JNK・SAPK と Wnt/β-catenin のリン酸化蛋白質発現量について定量

Western blot 解析を行った。また、アメロゲニンに対する細胞膜レセプターとして報告されてい

る LAMP1 をブロックし、詳細なシグナル伝達経路の検討を行った。 

（２）アメロゲニンペプチドの生体材料への固定法とアメロゲニンペプチド固定が各細胞に及

ぼす影響についての検討 

金基板表面にアメロゲニンペプチドをカルボジイミド法を用いて固定し、アメロゲニンペプ

チドの結合量を SPR 法を用いて定量・測定した。また、アメロゲニンペプチド固定が各培養細

胞に及ぼす影響について検討を行った。細胞培養プレートにアメロゲニンペプチド固定基板を

設置し、固定基板上で各細胞の培養を行い、ELISA BrdU assay および MTS assay を用いて細胞

増殖能の検討を行った。同様に、アメロゲニンペプチド固定基板上で各細胞の培養および骨分

化誘導を行った後、ALP、BSP などの骨代謝マーカーの遺伝子発現について、定量 PCR 解析を

行い、基質産生能への影響を検討した。 

（３）アメロゲニンペプチド固定メンブレンと MSCs 移植が免疫不全ラット頭蓋骨欠損部の

骨再生に及ぼす影響の検討 



アメロゲニンペプチド固定メンブレンを成形した後、細胞培養ディッシュ中でヒト脂肪

由来 MSCs、ヒト骨髄由来 MSCs を播種し、24 時間細胞を定着させる。免疫不全ラット頭蓋

骨に直径 6mm の骨欠損を作製し、骨再生の経日的変化について X 線写真を用いた経時的

検討を行う。また、マイクロ CT を用いて三次元的に解析を行い、骨再生が達成されるか

否かを評価する。さらに、ラットを潅流固定し、頭頂骨を摘出・脱灰した後、組織切片を

作製する。ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色を行うとともに、骨代謝関連マーカーの免

疫組織化学染色を用いて評価する。 
 
４．研究成果 

（１）アメロゲニンペプチドの添加により、歯周組織細胞および歯髄、脂肪由来 MSCs の細胞増

殖能は 4 日目または 6 日目の生細胞数の有意な増加、DNA 合成量の増加が認められた。また、

アメロゲニンペプチド添加により、ヒト骨芽細胞、ヒト骨髄由来 MSCｓなどの培養細胞は、ALP

や BSP などの骨代謝マーカーの遺伝子発現量や蛋白質発現量の増加をもたらし、基質産生能に

影響を及ぼすことが明らかになった。また、アメロゲニンペプチド添加時の脂肪由来 MSCs の細

胞増殖におけるシグナル伝達機構について検討を行った結果、脂肪由来 MSCs の ERK1/2 のリン

酸化蛋白質発現の増加と、ERK1/2 のブロッキングによりこれらの減少が認められたことから、

アメロゲニンは MAPK-ERK 経路を介して MSCs の代謝に影響を及ぼしていることが示唆された。 

（２）金基板表面にカルボジイミド法を用いてアメロゲニンペプチドを固定し、SPR 装置を用

いて測定したアメロゲニンペプチドの結合量は 13ng/cm2であった。また、細胞培養プレートに

アメロゲニンペプチド固定基板を設置し、その上でヒト骨髄由来 MSCs の培養を行ったところ、

生細胞数や DNA 合成量は増加し、細胞増殖能は有意な亢進が認められた。また、ヒト骨髄由来

MSCｓにおいて ALP などの骨代謝関連遺伝子発現量は増加を認め、MSCｓの基質産生能は亢進す

る傾向が認められた。吸収性 P(LA/GA)メンブレン表面に紫外線グラフト重合を用いてアメロ

ゲニンペプチドを固定・定量する方法については、固定について安定した結果が得られなかっ

たため今後さらに検討を行う予定である。 

（３）アメロゲニン固定メンブレンと MSCs 移植が免疫不全ラット頭蓋骨欠損部の骨再生に及

ぼす影響の検討については進捗が遅れ未実施であるため、今後吸収性 P(LA/GA)メンブレンに

対するアメロゲニンペプチドの固定・定量方法について再検討を行い、確定した後に実施予定

である。 

以上の結果より、アメロゲニンペプチドは歯周組織細胞や脂肪由来、骨髄由来 MSCs に対して

細胞増殖や基質産生を介して代謝調節機構をもつことが明らかとなり、またアメロゲニンペプ

チドの添加と同様に生体材料に固定しても効果を発揮できることが明らかとなった。これらの

ことから吸収性バリアメンブレンなどの生体材料に対してアメロゲニンペプチド、間葉系幹細

胞を組み合わせることで、自己の細胞修復能を発揮しづらかった歯周病患者においても効率的

に骨再生を誘導できる可能性が示唆された。 
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