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歯のエナメル質が作られるときに重要な役割を果たすタンパク質の一つ‘アメロジェニン’が、
他部位でも何らか役割を果たしていることが判明してきた。本研究では、アメロジェニンが軟
骨形成においてどのような役割を果たすか調べた。軟骨細胞自体にアメロジェニンタンパクを
作らせることには成功しなかったが、他の細胞によって作らせたタンパクを軟骨細胞株
(ATDC5 細胞)に加えることによって評価した。その結果、アメロジェニンは軟骨細胞分化を促
進し、軟骨基質分泌も促進することがわかった。アメロジェニンタンパクの軟骨細胞制御への
今後の応用可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Amelogenin is a major protein expressed in enamel tissue and playing an important role for enamel 
formation. However, recent studies show that the amelogenin is expressed in various tissues including 
cartilage. Especially, two amelogenins among a number of splice isoforms, a full length amelogenin 
(M180) and a leucine rich amelogenin peptide (LRAP), are implicated as signaling molecules in the 
mesenchymal cells. In this study, we examined the effects of M180 and LRAP on chondrogenesis. Using 
differentiation medium supplemented with various concentrations of the M180 or LRAP containing 
medium, ATDC5 cells, a chondrogenic cell line, were cultivated. Addition of a higher concentration of 
M180 or LRAP to ATDC5 cells increased the alkaline phosphatase (ALP) activity at 14 days of culture 
compared to that in control. Increased glycosaminoglycan (GAG) secretion was also observed by alcian 
blue staining at 21 days of culture. Gene expression levels of ALP, Aggrecan, Col10a1 and 
Osteopontin were significantly increased in the samples supplemented with amelogenin at 28 days of 
culture. M180 and LRAP may have significant role to accelerate the chondrogenic differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
 ２つのアメロジェニンアイソフォーム
(M180 と LRAP)は、歯周、骨、その他の間葉
系細胞において、本来の細胞外基質としての
役割ではなく、むしろ細胞間のシグナル伝達
物質としての役割を担っていると考えられ
る。M180 と LRAP は主要なスプライスアイソ
フォームであるが、それらの機能の違いにつ
いては未解明であった。アメロジェニンノッ
クアウトマウスは生後約 21 日まで（離乳前:
エナメル質形成不全の影響ではない）野生型
に比較して体重が小さいこと（Eur J Oral Sci. 
2006;114 S1:190-3）、LRAP の骨での過剰発現
マウスは野生型に比較して長管骨の長さが
長いこと（unpublished data） 、また LRAP
は Cbfa1/Runx2 と Sox9 の発現を制御するこ
と が 判 明 し (J Biol Chem. 2000 
29;275(52):41263-72)、近年アメロジェニン
は軟骨細胞の分化/増殖に影響を与えること
が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 よって、本研究の目的はアメロジェニンの
スプライシングアイソフォーム、特に M180
と LRAP、を軟骨細胞特異的に過剰発現させた
トランスジェニックマウスの表現型を解析
することで、軟骨細胞分化もしくは増殖に与
えるシグナル伝達物質としてのアメロジェ
ニンの機能を解明することである。 
特に、 
(1) M180とLRAPはシグナル伝達物質として
の役割（もしくは作用強度）が異なる。 
① M180 は、未分化な軟骨細胞の分化を促進
し増殖を抑制する。 
② LRAP は、未分化な軟骨細胞の分化を抑制
し増殖を促進する。 
(2) LRAP による RANKL 発現抑制により、軟
骨への血管侵入が抑制される。 
 という仮説を検証することを目的とした。 
 矯正歯科医療は、顎顔面複合体の成長・発
育を機能的あるいは器械的力学刺激によっ
て制御することで顎顔面形態の不調和を改
善し、良好な咬合形成を行うことを目的とし
て発展してきたが、 軟骨組織は顎関節の一
部としてばかりでなく、顎顔面骨格の成長発
育を担う成長板軟骨としても重要な役割を
果たすことが知られている。本研究は、本来
エナメルの基質タンパクとして分泌される
タンパクのスプライスアイソフォームが、シ
グナル伝達物質として他種の細胞に作用す
るという生物学的に非常にユニークな現象
を証明するだけでなく、本研究の結果から軟
骨分化の作用機序の一端を明らかにするこ

とで、最終的に軟骨発育制御や、リュウマチ
性関節炎や顎関節症などの疾患を有する症
状の治療など、歯科矯正治療のみならず歯科
治療全体に貢献する有益な情報を得ること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)M180と LRAPの ATDC5細胞における役割の
詳細な解析 
 M180 と LRAP の蛋白発現ベクター
(pEF6V5His: Invitrogen)を ATDC5 細胞に遺
伝子導入し、細胞分化／増殖の変化を詳細に
解析する。 
(2)トランスジェニックマウス作製用ベクタ
ー作製 
(3)トランスジェニックマウスの作製 
 遺伝子改変マウス作製受託サービス会社
へ送付し、トランスジェニックマウス（ファ
ウンダーマウス）を得る。 
(4)アメロジェニン発現トランスジェニック
マウスラインの選択 
 軟骨細胞からタンパクを抽出し、目的のア
メロジェニンタンパクが発現しているかど
うかを、ウェスタンブロッティング法で確認
する。 
(5) アメロジェニン発現マウスの表現型解
析マウスの体重、体長計測 
① 軟エックス線写真撮影による、全身の骨

／軟骨の表現型の解析スクリーニング 
② 軟骨の組織切片を作製し、 一般組織学

的所見を得る 
③ マイクロ CT にて、頭蓋および長管骨の

形態計測 
④ 骨格のホールマウント Alizarin red、

Alcian blue 染色 
⑤ 軟骨細胞増殖能を比較するための、動物

腹腔内への BrdU 投与後、免疫染色 
⑥ アポトーシス細胞の有無（TUNEL 染色） 
⑦ II 型、X型コラーゲン、 Cbfa1、Sox9、

MSX２、PTHrP、I 型コラーゲン等の軟骨
／骨の分化マーカーの発現量の違いを
Q-PCR で確認するとともに、組織切片上
でのパターンの変化を免疫染色にて評
価 

⑧ アグリカンやリンクプロテイン、I型コ
ラーゲンなど軟骨／骨基質の発現パタ
ーンとレベルを免疫染色にて評価 

 
 
４．研究成果 
 

まず、スプライスアイソフォームであるM180

とLRAPのcDNAフラグメントを所有のプラスミ



ドから適切な制限酵素で切り出し、

pcDNA3.1myc-hisベクターに載せ替えを行い、

目的のタンパクが正常に発現できるかどうか

抗アメロジェニン抗体および抗mycタグ抗体

を用いてウェスタンブロッティング法にて確

認を行った。その結果、どちらの抗体でもス

プライスアイソフォームに応じたサイズのタ

ンパク発現が確かめられた。このベクターを

ATDC5（マウス株化軟骨細胞）に遺伝子導入し

、Q-PCR法により軟骨分化関連マーカー（II

型、X型コラーゲン、Cbfa1、Sox9等）発現量

の変化を検索した。しかしトランスフェクシ

ョンの効率が低く、かつ発現量をコントロー

ルすることが難しく、得られた結果の解釈が

困難であった。 

 これと平行して、トランスジェニックマウ

ス作製用ベクターの作製も行い、動物におい

て導入遺伝子の発現パターンがリアルタイム

に観察できるよう目的タンパク質をEGFP（改

良緑色蛍光タンパク）と同時に発現させるた

め、pIRES-EGFPにまず目的cDNAの組みこみを

行った。また、EF-1プロモーター下流にアメ

ロジェニンcDNA-IRES-EGFP部分のサブクロー

ニングをおこない、ATDC５細胞にて発現が可

能かどうか確認を行ったところ、適切な蛋白

の発現を得ることができなかった。これは、

アメロジェニンのタンパク自体が、軟骨細胞

に高発現させることが難しいという可能性が

考えられた。                  

 この時 点 で、トランスジェニックマウス作成の
基本的手技および考慮すべき事項についてまと
め、実験プロトコルとして世界的に著名なプロト
コル集において成果発表を行った。さらに、本
研究と関連して比較することで有効なデータ
が得られると考えられる群として、M180 およ
び LRAP の遺伝子導入がなされ且つ骨にお

いて発現が確認されているマウスを入手し、
表現型解析を行った。 
 ATDC５細胞にて発現が可能かどうか確認
を行ったが、適切なタンパク発現が得られな
かったため、アメロジェニンの異なる 2つの
アイソフォームを 293F 細胞にて強制発現さ
せ、回収したタンパクを濃縮して軟骨細胞株
ATDC５細胞へ添加し、実際軟骨分化様相の違
いが起きるかどうかを分析した。 
 アメロジェニンの存在下で ATDC5細胞を軟
骨分化培地中で培養したところ、M180と LRAP
は、ともに ALP 活性を上昇させ、軟骨基質分
泌も促進させた(図 1)。また、LRAP は軟骨分
化誘導後 7日以内に Runx2、Col2a1、Aggrecan
の遺伝子発現を有意に上昇させ、M180と LRAP
は軟骨分化誘導後 14 日以後 Alkaline 
phosphatase 、 Aggrecan 、 Col10a1 、
Osteopontin の遺伝子発現を有意に上昇させ
るという結果が得られた(図 2)。 

 
図 2  

一方、軟骨細胞における RANKL や VEGF の発
現レベルにおいて有意な変化はみられなか
った。この成果について国際学会において学
会発表を行った。 
 本実験から得られた結果は、アメロジェニ
ンが軟骨系細胞に及ぼす役割を明らかにし、
軟骨発育制御や顎関節軟骨修復など、将来の
歯科矯正治療のみならず歯科治療全体に貢
献する有益な情報を得る端緒になったと考
える。   
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