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研究成果の概要（和文）：アメロチン（AMTN）とオーダム（ODAM）は、接合上皮とエナメル質の接着と歯周組織
の健康の維持に関与する。Ca9-22細胞を、TNF-α刺激するとAMTNとODAMのmRNAとタンパク質量が増加した。両遺
伝子のプロモーター配列を挿入したルシフェラーゼ（LUC）コンストラクトをCa9-22細胞に導入し、TNF-αで刺
激すると、LUC活性が増加した。ゲルシフトアッセイの結果、TNF-α刺激でYY1とC/EBP結合配列へのCa9-22細胞
の核内タンパク質の結合が増加したことから、TNF-α刺激で誘導された転写因子がYY1およびC/EBP配列に結合
し、AMTNとODAMの転写を調節すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Amelotin (AMTN) and odontogenic ameloblast-associated protein (ODAM) are 
enamel proteins expressed in the junctional epithelium which are involved in adhesion between 
junctional epithelium and enamel and maintenance of periodontal health. Their expressions were 
changed by the degree of inflammation. Stimulation of Ca9-22 gingival epithelial cells with TNF-α 
increased AMTN and ODAM mRNA and protein levels. Luciferase (LUC) activities of the constructs 
containing the promoter sequences of AMTN or ODAM genes were transfected into Ca9-22 cells, and LUC 
activities were increased by TNF-α (10 ng.ml). Gel shift assays using nuclear proteins from Ca9-22 
cells showed that TNF-α stimulation increased nuclear protein binding to Yin Yang1 and the 
CCAAT/enhancer binding protein binding sequence, suggesting that TNF-α stimulation induced these 
transcription factors binding to the YY1 and C/EBP elements and regulated the transcription of AMTN 
and ODAM.

研究分野： 歯周病

キーワード： 歯周病　歯周組織　接合上皮　アメロチン　ODAM　炎症　TNF-α　治療

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周ポケット底部で歯のエナメル質と接する接合上皮は歯周組織の健康維持に重要であり、接合上皮で発現する
Amelotin （AMTN）とodontogenic ameloblast-associated protein（ODAM）の役割の解明が、歯周病の治療に役
立つ可能性がある。そこで、Ca9-22歯肉上皮細胞を、炎症性サイトカイン（TNF-α）で刺激し、AMTNとODAM遺伝
子およびタンパク質発現の変化とメカニズムを解析した。その結果、AMTNとODAM遺伝子の上流域（遺伝子プロモ
ーター）に結合するYY1およびC/EBP転写因子により転写が調節されており、将来の歯周病治療への応用が示唆さ
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Amelotin（AMTN）は、10日齢のマウス切歯のエナメル芽細胞、象牙芽細胞、歯髄および骨芽細胞を

マイクロダイセクションで採取した組織から RNA を抽出し、ディファレンシャルディスプレイ PCR 解析で

同定された新規のエナメルタンパク質である（Iwasaki et al., J Dent Res, 84, 2005）。ヒト AMTN遺伝子は

chromosome 4に存在し、エナメルタンパク質の ameloblastin と enamelin遺伝子の上流に位置し、さらに

上流に Follicular dendritic cell secreted protein（FDC-SP）、Odontogenic ameloblast-associated protein

（ODAM）および唾液タンパク質の statherin遺伝子が存在する。AMTN遺伝子の下流には象牙質や骨

関連遺伝子の dentin sialophosphoprotein（DSPP）、dentin matrix protein 1（DMP1）、bone sialoprotein

（BSP）、matrix extracellular phosphoglycoprotein （MEPE）と osteopontin（OPN）遺伝子が並んで存在し、

secretory calcium-binding phosphoprotein （SCPP）遺伝子ファミリーを形成する。AMTN タンパク質発現

は、分泌期から成熟期へのエナメル芽細胞の分化に伴って急激に増加し、接合上皮では、エナメル質

に接する内側基底板でのみ発現するが、その機能に関しては明らかでない。 

ODAMは、calcifying epithelial odontogenic tumor（Pindborg tumor）におけるアミロイド様沈着物から

抽出され Apin と命名されたが（Solomon et al., J Lab Clin Med, 142, 2003）、後に ODAM と改名された。

ODAM は上皮由来腫瘍組織、エナメル芽細胞、接合上皮（内側および外側基底板）で発現するが、分

泌期エナメル芽細胞で弱く発現し、成熟期エナメル芽細胞と接合上皮で強く発現する。歯肉切除後の

接合上皮の再生を経日的に観察すると、ODAM が最初に接合上皮に発現し、その後 AMTN が発現

することから、ODAM とAMTNは接合上皮の再生に関与すると考えられる（Nishio et al., Eur Cell Mater, 

20, 2010）。 

FDC-SP は、扁桃腺から分離された濾胞樹状細胞（follicular dendritic cell; FDC）が分泌する低分子

タンパク質として発見された（Marshall et al., J Immunol, 169, 2002）。FDC-SPは、唾液中の低分子カル

シウム結合リンタンパク質である statherin と構造が類似し、唾液腺、歯根膜および接合上皮（内側およ

び外側基底板）で発現する。大腸菌 lipopolysaccharide（LPS）をラットのポケット内に 1 時間投与して誘

導した歯肉炎に伴い、FDC-SP の発現が 3 時間後に接合上皮から消失し、その後回復することから、

FDC-SPが宿主防御機構に関与する可能性が示唆されている （Oshiro et al., J Perio Res, 47, 2012）。 

申請者は、これまで石灰化結合組織特異的に発現する BSP の転写調節機構、骨芽細胞やセメント

芽細胞の分化に関与する転写因子の働きとその発現変化に興味を持ち、共同研究者のトロント大学 Dr. 

Sodek と共に研究を続けてきた。もう 1人の共同研究者であるトロント大学 Dr. Ganssは、2005年に成熟

期エナメル芽細胞で発現する新規のエナメルタンパク質である AMTN を発見した（Iwasaki et al., J Dent 

Res, 84, 2005）。AMTN過剰発現マウス（Lacruz et al., PLoS One, 7, e35200, 2012）および AMTN欠損

マウス（Nakayama et al., J Dent Res, 94, 2015）を用いた研究から、AMTNは正常なエナメル質の結晶形

成に必須であることが判明したが、AMTN欠損マウスの歯周組織（接合上皮）に対する検討は今後の課

題である。ODAM欠損マウスでは、老齢化すると正常マウスに比べ接合上皮に炎症性細胞浸潤の増加

や上皮の深部増殖が認められた（Wazen et al., Eur Cell Mater, 30, 2015）。AMTN と ODAMはタンパク

質同志で相互に結合するが（Holcroft and Ganss, Eur J Oral Sci,119 (Suppl. 1), 2015）、それらの機能は

不明点が多いことから、FDC-SP も含めた接合上皮内での局在、発現および相互作用を検討することで、

歯周炎に際して接合上皮の防御機能の強化や口腔感染症の治療・予防に応用できる可能性が考えら

れる。 

 

２．研究の目的 

接合上皮は、ヘミデスモゾームを介してエナメル質に付着する非角化の歯肉上皮であり、ポケット底

部に接するため、細菌感染のバリヤーとしての機能を有すると考えられる。しかし接合上皮に発現する



タンパク質やそれらの機能についてはほとんど解明されていない。我々は、接合上皮での AMTN、

ODAM および FDC-SP の発現と局在が炎症に伴い変化することを免疫組織化学的に解析した

（Nakayama et al., Odontology, 105, 2017）。本研究では、接合上皮発現タンパク質の機能を解析するた

めに、炎症時の AMTN、ODAM、FDC-SP 遺伝子およびタンパク質の発現変化と転写調節機構を解析

し、接合上皮内での発現制御による歯周病治療を目指す。 

 

３．研究の方法 

接合上皮で発現する 3種類のタンパク質（AMTN、ODAM、FDC-SP）の炎症部位での転写調節機構

の解明と接合上皮での発現制御による歯周病治療を目指し、以下の方法で研究を行った。 

(1) ヒト歯肉上皮細胞（歯根膜細胞）を炎症性サイトカイン（IL-1β、TNF-α）で経時的に刺激し、リアルタ

イム PCR またはウエスタンブロットで AMTN、ODAM、FDC-SP 遺伝子およびタンパク質の発現量

の変化を解析する。 

(2) AMTN、ODAMおよび FDC-SP の遺伝子プロモーターを PCRで種々の長さに増幅し、ルシフェラ

ーゼプラスミドに挿入する。異なる長さの遺伝子プロモーターを含むルシフェラーゼコンストラクト

（LUC コンストラクト）を歯肉上皮細胞（歯根膜細胞）に導入し、ルシフェラーゼアッセイを行い、各遺

伝子のプロモーター領域の炎症性サイトカイン（IL-1β、TNF-α）に応答する配列を解析する。また、

ゲルシフトアッセイ、クロマチン免疫沈降法（ChIP アッセイ）も応用する。 

(3) ヒト歯肉上皮細胞（歯根膜細胞）を IL-1β または TNF-α で刺激後、どの様な細胞内情報伝達系を

介して転写が調節されているかを解析する。 

(4) 歯周炎誘発マウスまたは歯周外科手術時に得られた歯肉を使用し、AMTN、ODAM、FDC-SP タ

ンパク質の局在および発現変化を、免疫組織化学、免疫沈降法で解析し、相互作用と機能を考察

する。 

(5) 以上の研究成果を総合し、接合上皮内での AMTN、ODAM および FDC-SP 発現制御による歯周

病治療の可能性を検討する。 

 

４．研究成果 

AMTN、FDC-SP および ODAM は接合上皮で発現するタンパク質である。AMTN、FDC-SP および

ODAM の炎症歯肉中での転写調節機構を解明するために、Ca9-22 ヒト歯肉上皮細胞を TNF-α（10 

ng/ml）で 12時間刺激し、AMTN、FDC-SPおよび ODAM の mRNA とタンパク質の発現変化を解析し

た。ヒト AMTN、FDC-SP および ODAM 遺伝子プロモーターを挿入したルシフェラーゼ（LUC）コンスト

ラクトを Ca9-22細胞に導入し、TNF-αで 12時間刺激すると、それぞれの遺伝子プロ―モーターを挿入

したコンストラクトとも転写活性が上昇した。-353AMTN 遺伝子プロモーターコンストラクト中の C/EBP1, 

C/EBP2 および YY1 結合配列に 3 塩基の変異を導入すると、TNF-α 刺激による転写活性の上昇が部

分的に抑制された。-345FDC-SP 遺伝子プロモーターコンストラクト中の Yin Yang1（YY1） GATA, 

CCAAT/enhancer binding protein（C/EBP）2 および C/EBP3 結合配列に 3 塩基の変異を導入すると、

TNF-α刺激による転写活性の上昇が部分的に抑制された。TNF-α刺激による両ルシフェラーゼコンスト

ラクトの転写活性の上昇は、チロシンキナーゼ、MEK1/2 および PI3 キナーゼ阻害剤で抑制されたこと

から、チロシンリン酸化、MEK1/2および PI3キナーゼ系で転写が制御されていると考えられた。 

ODAM遺伝子プロモーターを挿入したルシフェラーゼ（LUC）コンストラクトを Ca9-22細胞に導入後、

TNF-α で 12時間刺激し、LUC活性を測定した。TNF-α で Ca9-22細胞を刺激し、核内タンパク質を使

用してゲルシフトアッセイを行った。Ca9-22細胞を TNF-α（10 ng/ml）で刺激すると、AMTN と ODAMの

mRNAおよびタンパク質量の増加が認められた。転写開始点から-480塩基対上流までの ODAM遺伝



子プロモーターを含む LUC コンストラクトの活性は TNF-α刺激で上昇し，A キナーゼ，チロシンキナー

ゼ，MEK1/2，PI3キナーゼ，IKKα，IKKβおよび NF-κB阻害剤により LUC活性が抑制された。Ca9-22

細胞から抽出した核内タンパク質を使用したゲルシフトアッセイの結果、ODAM 遺伝子プロモーターに

存在する YY1 および C/EBP 結合配列への核内タンパク質の結合が TNF-α 刺激で増加したことから， 

TNF-α 刺激により誘導された転写因子が YY1 および C/EBP 配列に結合し， ODAM の転写を調節し

ていると考えられた。 
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