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研究成果の概要： 
アメロジェニンが主成分と言われているエムドゲインには骨形成タンパクである BMP(Bone 
Morphogenetic Protein)が含まれていた。そしてエムドゲインにアメロジェニンが含まれた理

由として、アメロジェニンと BMP がヘパリン/ヘパラン硫酸を介して結合するためであった。

次にアメロジェニンによる骨形成への影響を検討した。その結果、アメロジェニンは骨芽細胞

分化に直接関与していなかった。しかしアメロジェニンは BMP のアンタゴニストである

noggin の効果を阻害することにより、間接的に骨芽細胞分化へ貢献していることが判明した。 
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１．研究開始当初の背景 

小児歯科領域における歯周疾患として前

思春期性歯周炎や若年性歯周炎が挙げられ

る 。 こ れ ら の 歯 周 炎 は Actinobacillus 
actinomycetemcomitans が原因菌といわれ、

口腔内にプラークや歯石はほとんど見られ

ないにも関わらず、重篤な硬組織の破壊を伴

う細菌感染症で、不可逆的に急速な歯槽骨の

吸収を引き起こす。現在の治療法としては歯

周外科や抗生剤の投与が一般的であるが、充

分な効果を得られず、非常に予後が悪い疾患

である。 
近年、成人の歯周外科治療にエムドゲイン

が使用されており、病的骨吸収がられる部位

に塗布する事により、骨が回復することが臨

床的に証明されている。エムドゲインはブタ

の歯胚から抽出したエナメルマトリックス

タンパクであり、主な成分はアメロジェニン

と言われている。アメロジェニンはエナメル

質形成に重要な分子である。しかしアメロジ

ェニンノックアウトマウスでは経年的に破

骨細胞が増加し、歯根を吸収することから、
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アメロジェニンがエナメル質形成のみなら

ず骨代謝にも関与している事が分かってき

た。しかし、エムドゲインにはアメロジェニ

ンには無い TGF-β(Transforming Growth 
Factor-β) 様 活 性 や BMP(Bone 
Morphogenetic Protein)様活性があると報告

されている。これらの事から、エムドゲイン

のメカニズムは不明な点が多いのが現状で

ある。 
 
 
２．研究の目的 
我々は以前にエムドゲインに含まれる成

分の解析を行った。まず、エムドゲインを二

次元電気泳動することによって等電点と分

子量で分離した。このゲルを元に、CBB 染色

とアメロジェニン、BMP、TGF-β抗体を用い

たウエスタンブロッティング法にて検討し

た結果、エムドゲイン中にアメロジェニンと

BMP2/4 が含まれ、TGF-βは含まれないこと

が判明した。 
更に二次元電気泳動解析ソフトである

Progenesis PG200 にて、これら二次元電気

泳動の結果のスポット解析を行った。その結

果、アメロジェニン ( 緑 ) が約 72 ％、

BMP2/4(赤)が約 1.9％、そしてどの抗体にも

反応しない unknown 分子(黒)が 19.5％含ま

れていた。そして特筆すべき点として BMP
とアメロジェニン共に反応したスポット、す

なわちアメロジェニンと BMP が結合したと

思われるタンパク(黄)が約 6.8％認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果からアメロジェニンと BMP が結

合する可能性が示唆された。BMP と結合す

る分子として noggin やフォリスタチンなど

があるが、これらは BMP のアンタゴニスト

として作用する。そのため BMP とアメロジ

ェニンが結合することによって何らかの影

響があるのではないかと推測される。そこで

本研究はアメロジェニンと BMP が結合する

ことの確認と、骨芽細胞におけるアメロジェ

ニンと BMP との関係を検討することにより、

成人性歯周病治療薬であるエムドゲインを

改良し、若年性歯周炎にも使える治療薬の検

討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、アメロジェニンと BMP

の結合の確認および結合メカニズムの解析

を行う。次にアメロジェニンと BMP による

骨芽細胞への影響を検討する事にする。具体

的には以下の通りである。 



 

 

(1) エムドゲインの二次元電気泳動で得ら

れた結果の確認。 
①エムドゲイン中に含まれる BMP の

活性検討。 
② エ ム ド ゲ イ ン 中 に 含 ま れ る

unknown 分子の検討 
(2) アメロジェニンと BMP 結合メカニズ

ムの解析 
(3)アメロジェニンとBMPの結合力の測定 
(4)アメロジェニンとBMPによる骨芽細胞

分化への影響 
(5)アメロジェニンとBMPアンタゴニスト

による骨芽細胞分化への影響 
以上の点を明らかにし、アメロジェニンによ

る骨代謝への影響を検討する。 
 
 
４．研究成果 

我々が以前に行った二次元電気泳動の結

果からエムドゲイン中には BMP が含まれて

いることが示唆された。しかし、エムドゲイ

ン中の BMP に活性があるのかは不明である。

そこでエムドゲイン、BMP、アメロジェニン

による細胞内シグナルを調べることにした。

まず、マウス骨芽細胞様細胞株である

MC3T3-E1 細胞にエムドゲイン、BMP、ア

メロジェニンを添加し、経時的に ERK シグ

ナルの変化を調べた。その結果、エムドゲイ

ン、アメロジェニン、BMP ともに刺激を加

えた 5 分後以降、ERK のリン酸化(p-ERK)
が認められた。このことから、エムドゲイン

の ERK リン酸化はアメロジェニンと BMP
によるものと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

次に BMP は骨芽細胞の細胞内シグナルで

ある smad をリン酸化し、骨形成を促進する

ことが知られている。そこで、エムドゲイン、

アメロジェニン、BMP による smad のリン

酸(p-smad)を調べた。その結果、エムドゲイ

ンと BMP は刺激を加えた 5 分後からリン酸

化されたのに対し、アメロジェニンは 60 分

しても smad のリン酸化が認められなかった。

この事からエムドゲイン中の BMP は活性を

有しており、エムドゲインによる smad シグ

ナルの活性化は BMP に起因するものと考え

られる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
次に二次元電気泳動を解析すると、エムド

ゲイン中に BMP やアメロジェニン抗体と反

応しなかった unknown スポットが存在した

(スポット No.35～46)。このスポットの分子

を特定するために、比較的スポットが大きか

った No.45 と No.46(PI:5.9～6.6、分子量:5
～6kDa)のN末端アミノ酸シークエンスを行

っ た 。 そ の 結 果 、 No.45 は

N-MPLPPHPGHPGYINFSYEVL  No.46
は N-MPLPPHPGHPGYINFFYEVL とな

り、BLAST 検索を行ったところ、どちらと

もアメロジェニンの N 末であった。アメロジ

ェニン全長の分子量がおよそ 21ｋDa である

ため、恐らく全長アメロジェニンの分解産物

や抗体とは反応しないスプライシングフォ

ームではないかと考えられる。このことから

エムドゲイン中に含まれるアメロジェニン

の総量は 72％よりも高いことが判明した。 
 
以上の結果からエムドゲインの主成分は

アメロジェニンであるが、活性のある BMP
も少量含まれていることが明らかとなった。



 

 

そしてエムドゲイン中に BMP が混入した理

由として、二次元電気泳動のスポット解析か

ら BMP とアメロジェニンが結合するためで

あると推測される。そこでアメロジェニンと

BMP のリコンビナントタンパクを用いて共

培養を行い、 
(A)アメロジェニンに付けた標識に反応する

Ni ビーズによる沈降後、BMP 抗体によ

るウエスタンブロッティング法による確

認。 
(B)BMP 抗体による免疫沈降後、アメロジェ

ニン抗体によるウエスタンブロッティン

グ法による確認。 
これら二種類の方法で確認実験を行った。そ

の結果、どちらの場合でもアメロジェニ

ンと BMP の結合が確認された。 
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BMP と結合する分子として、ヘパリン/ヘ

パラン硫酸がある。この分子は BMP だけで

はなく、成長因子や接着因子、細胞外マトリ

ックスとも結合する。アメロジェニンも細胞

外マトリックスの一種のため、アメロジェニ

ンとヘパリンとの結合を調べることにした。

まず、ヘパリンが付着したアクリルビーズと

アメロジェニンを共培養し、ヘパリンビーズ

を回収後、アメロジェニン抗体にてヘパリン

ビーズに付着したアメロジェニンを検出し

た。その結果、ヘパリンの濃度依存的にアメ

ロジェニンと結合することが判明した。 
 
 
 
 
 

 
 

 
ヘパリンとヘパラン硫酸は基本的に糖鎖

骨格が同じである。しかし、ヘパリンは肥満

細胞のみが合成するプロテオグリカンであ

るのに対し、ヘパラン硫酸はすべての動物細

胞が合成するプロテオグリカンである。その

ため、骨形成の環境では骨芽細胞が多く存在

するため、この環境におけるプロテオグリカ

ンはヘパリンではなくヘパラン硫酸となる。

そこで、ヘパラン硫酸とアメロジェニンとの

結合を検討することにした。方法はヘパラン

硫酸とアメロジェニンを共培養し、その後、

ヘパリンビーズを加えて培養してヘパラン

硫酸と結合しなかったアメロジェニンをヘ

パリンビーズと結合させた。このヘパリンビ

ーズを回収し、ヘパリンビーズに付着したア

メロジェニンをアメロジェニン抗体にて検

出した。その結果、ヘパラン硫酸の濃度を上

げることにより、ヘパリンビーズに付着した

アメロジェニンの量が減少した。すなわちア

メロジェニンはヘパリンだけではなく、ヘパ

ラン硫酸とも結合することが判明した。この

ことから、アメロジェニンとヘパラン硫酸と

の結合は骨形成環境下でも起こりえること

が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に生体内でもアメロジェニンとヘパリ

ンが結合するかどうかを検証するため、結合

力を測定した。その結果、アメロジェニンと

ヘパリンの結合は NaCl 濃度が 0.8M 以上で

分離する事が判明した。アメロジェニン以外

にヘパリンと結合する分子とし線維芽細胞

増殖因子である FGF (Fibroblast Gtowth 
Factor)が挙げられ、ヘパリンとの結合は

NaCl濃度が 0.5Mから 0.9M程度で分離する

事が知られている。このことから、アメロジ

ェニンとヘパリンとの結合は FGF とほぼ同

程度の結合力を有し、生体内でも充分結合し

うる能力を有することが判明した。 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

以上のことから、アメロジェニンは生体内

の骨形成環境下でもヘパラン硫酸と結合す

ると考えられる。BMP も同様にヘパラン硫

酸と結合することが明らかとなっているた

め、アメロジェニンは骨形成環境下でヘパラ

ン硫酸を介して BMP と結合していることが

示唆された。 
 
BMP は未分化な細胞に作用し、骨芽細胞

に分化誘導をするだけではなく、骨芽細胞に

直接作用し、骨形成を促進させる役割がある。

また、BMP と結合する分子として、noggin
やフォリスタチン、コーディン等がある。こ

れらの分子は BMP のアンタゴニストとして

作用しており、BMP と結合することによっ

て BMP による骨形成効果を阻害することが

知られている。そのため、これらアンタゴニ

ストと同様に BMP と結合する事が判明した

アメロジェニンも BMP による骨形成に何ら

かの影響を与えている可能性が考えられた。

そこでマウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1
細胞に BMP50ng/ml とアメロジェニンを 0
～20μg/ml の濃度で添加し、14 日間培養を行

った。その後アルカリフォスファターゼ活性

を計測し、骨形成能を測定した。その結果、

アメロジェニンの濃度を 20μg/ml まで加え

てもアルカリフォスファターゼ活性の変化

が認められなかった。このことからアメロジ

ェニンは noggin やフォリスタチン、コーデ

ィン等のような BMP のアンタゴニストとし

ての機能を有しておらず、またアゴニストの

様な骨形成の促進能も有していなかった。す

なわちアメロジェニンは骨芽細胞に直接作

用していないと思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次にアメロジェニンと同様に BMP と結合

する分子に noggin がある。noggin は BMP
と結合し、BMP がレセプターと結合するこ

とを阻害する。そのため、BMP による細胞

内シグナルを伝えることが出来ず、BMP に

よる骨形成をキャンセルすることが既に判

明している。そこでアメロジェニンが

noggin-BMP結合に何らかの影響を与えてい

るのではないかと推測し、マウス骨芽細胞様

細胞株 MC3T3-E1 細胞に BMP を 50ng/ml、
noggin を 400 ng/ml、アメロジェニンを様々

な濃度で添加し、培養を行った後アルカリフ

ォスファターゼ活性を測定した。その結果、

低濃度のアメロジェニンでは noggin の効果

により BMP が抑制されていたが、アメロジ

ェニンを 10μg/ml 以上添加した場合、noggin
による BMP 抑制効果が阻害され、アルカリ

フォスファターゼ活性の上昇が認められた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の結果から骨芽細胞ではアメロジェ

ニンが BMP と結合し、BMP と noggin の結

合を阻害する事が示唆された。そこで、この

現象を分子レベルにて確認することにした。

1�g の BMP と 100ng の noggin にアメロジ

ェニンを 0～5μg の濃度で添加して、4�で 8
時間培養した。その後、BMP 抗体で免疫沈

降を行い、回収した試料に対して noggin 抗

体でウエスタンブロッティングを行った。そ

の結果、アメロジェニンの濃度が高くなるに

つれてBMPとnogginが結合している量が減

少した。すなわちアメロジェニンの濃度が増

加することによってBMPとnogginの結合を

阻害していることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の研究結果をまとめると 



 

 

(1) エムドゲインの主成分はスプライシング

フォームや分解産物を含むアメロジェニ

ンであるが、BMP も少量含まれている。 
(2) エムドゲインに含まれる BMP には活性

がある。 
(3) エムドゲインに BMP が含まれる原因は

BMP とアメロジェニンが結合するため

である。 
(4) BMP とアメロジェニンが結合するメカ

ニズムはヘパリン/ヘパラン硫酸を介し

て結合する。 
(5) ヘパラン硫酸とアメロジェニンの結合は

生体内でも起こり得る。 
(6) アメロジェニンは BMP のアゴニストで

もアンタゴニストでもなく、BMP による

骨形成に直接影響を与えていない。 
(7) BMP とアメロジェニンが結合すること

により、noggin と BMP の結合を阻害す

る。 
(8) アメロジェニンはnogginとBMPの結合

を阻害することにより、noggin の持つ

BMP 活性抑制効果を阻害する。 
 

アメロジェニンは骨形成に直接影響を与

えてはいなかったが、noggin をブロックする

ことにより BMP の活性を充分に発揮できる

環境を作り上げる効果があることが判明し

た。 
今後はアメロジェニンのスプライシング

フォームによる効果の検討やアメロジェニ

ンと BMP の混合比の検討することにより、

エムドゲイン以上の効果を有する歯周病治

療薬の検討を行う予定である。 
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