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研究成果の概要（和文）： 

HUVEC (ヒト臍帯静脈内皮細胞)を用いてEnamel Proteins (EMD)のメカニズムに関する検討を行

った。HUVECにEMDを添加して培養を行い、経時的にMMP-2, MMP-3, VEGFの発現量をELISAとRT-PCR

で観察したところ、MMP-2に関して、12時間、24時間、48時間後と発現量の増加が認められた。し

かも各段階においてDose responseの傾向も示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We found the secretion of MMP-2 from the HUVEC was significantly enhanced when the exposed 

EMD. This result was reflected by increases in both protein and mRNA levels. The elevation of MMP-2 

secretion which we observed following addition of EMD also provides a possible mechanism to account 

for the adverse change in MMP-2 activity.  
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１．研究開始当初の背景 

本研究は、Enamel Proteins が修復象牙質
を形成する新生象牙芽細胞を中心とする硬
組織形成細胞に対して直接的に働きかける
能力を有していると考え始められた。 
２．研究の目的 
 Enamel Proteins の細胞への直接的な効果
が明確でなかったため、修復象牙質形成を創
傷治癒という観点から見直し、HUVEC（ヒト
臍帯静脈内皮細胞）を用いて血管新生に対す
る効果の検討を行った。 

 
３．研究の方法 
（１）実験１．HUVEC に EMD を添加して培養
し、細胞増殖能を WST-1 assay で検索した。 
（２）実験 2．培養された細胞に wounded
を形成し、Migration を観察した。 
（３）実験 3．HUVEC に EMD を添加して培養
し、経時的に MMP-2, MMP-3, VEGF の発現量
を ELISA と RT-PCR で観察した。 
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４．研究成果 
（１）実験１．Cell Proliferation：HUVEC
に EMD を添加した後に培養を行い、cell 
proliferation の観察を WST-1 assay を用い
て試行した。結果は、EMD を添加して培養し
た場合の方が、細胞数の増加を認めた（P＜
0.05）。 
（２）実験２．Migration of HUVEC in a wound 
closure model：HuMedia EG2 medium で培養
された細胞は、24 時間後に wounded を形成
した。その後、HUVECEMD を添加して培養した
細胞は、露出された創面に移動し、時間の経
過と共に創面を補っていった。創面の閉鎖は
僅かであるが、EMD を添加した方が早かった
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 
（３）実験３．：HUVEC に EMD を添加して培養
を行い、経時的に MMP-2, MMP-3, VEGF の発
現量を ELISA と RT-PCR で観察した。すると
MMP-2 に関して、12 時間後、24 時間後、48
時間後と発現量の増加が認められた。しかも
各段階において Dose response の傾向も示さ
れた。しかし、MMP-3 と VEGF の発現量に、変
化は認められなかった。ELISA と RT-PCR の結
果を図２と３にそれぞれ示す。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 

その他の実験結果： 
本研究は、Enamel Proteinsが修復象牙質を形

成する新生象牙芽細胞を中心とする硬組織形成
細胞に対して直接的に働きかける能力を有して
いると考え始められた。しかし、骨芽細胞様細
胞MC3T3-E1細胞に対するEMDの石灰化に対する
影響として、骨芽細胞分化試薬単独に比べEMD
を併用した場合に，石灰化はEMDの濃度依存的に
増強されたのみであった。その他は、マウスマ
クロファージ様細胞RAW264.7に対するEMDの細
胞増殖への影響を検索したところ、RANKLを添加
し破骨細胞へ分化誘導したRAW264.7細胞におい
て、EMD 添加した細胞群は対象群（EMD 無添加）
と比べて、ほとんど細胞増殖に影響を与えなか
った。一方、RANKLを添加しなかった未分化の
RAW264.7細胞に対しては、細胞増殖の抑制傾向
を示したのみであった。また、骨芽細胞様細胞
（MC3T3-E1）に対するEMDの細胞増殖に対する影
響については、EMD添加後に培養した両細胞群は
対象群と比べて、高濃度のEMD添加で細胞増殖を
抑制するにとどまった。 
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