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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、歯周組織再生を期待して広く用いられているエムドゲインの主成分であるアメロ

ジェニンが、エストロゲン低下時にみられる骨代謝変化に影響をあたえるメカニズムを調べた。

アメロジェニンスプライスアイソフォームの 1つである LRAPは、エストロゲン低下時にみられ

る IL-6、シクロオキシゲナーゼ 2 (COX2) 、プロスタグランジン E2 (PGE2)の産生上昇を抑制し、

結果的に破骨細胞の形成を抑制する可能性が示唆された。また、一酸化窒素(NO)合成酵素(iNOS

および eNOS)の発現を変化させ、結果として NOの上昇させることで、エストロゲン低下時の骨

密度低下を防止している可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Recent studies suggest that the amelogenins are expressed in various tissues including bone and 
affecting bone metabolism. In this study, we examined the effects of LRAP, one of the major splice 
isoform of amelogenins, on stimulated bone turnover under estrogen deficiency. Using mesenchymal 
cells isolated from wild type and LRAP transgenic mice with or without ovariectomy (OVX), gene 
expression levels of inter leukin-6 (IL-6), cycrooxigenase-2 (COX2), and nitric oxide (NO) 
synthase were examined by real-time PCR. In addition, ELISA or colorimetric assay was also 
performed to measure prostaglandin E2 (PGE2) or NO production from the cells. We found that the 
LRAP inhibited the elevation of IL-6 and COX2 gene expression, which is typically found in the 
estrogen deficient condition. PGE2 production was decreased in the ovariectomized LRAP TG derived 
cells, but not in the ovariectomized wild type derived cells. The production of NO was increased in the 
ovariectomized LRAP TG cells. The LRAP may play a significant role on the prevention from bone loss 
due to estrogen deficiency, by changing the interleukin and PGE2 expression, and the production on 
NO. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在歯周組織再生治療に応用されている
エムドゲインは、ブタ歯胚から精製したタン
パク質で、歯周外科手術の際の補助材料とし
て広く用いられている。エムドゲインの大部
分は、エナメル上皮が分泌するエナメルタン
パクのうちアメロジェニンファミリーで、ヒ
トにおいてセメント質・歯槽骨の形成や機能
性付着組織の再生がもたらされることが示
されている。しかし、エムドゲインには増殖
因子などのタンパクも多く含まれていると
考えられ、その作用機序は未だ不明である。  
 ここ数年の研究から、アメロジェニン遺伝
子欠損(KO)マウスは野生型マウスと比較し
て歯根吸収が促進していること、KOマウスの
CM/PDL cells の RANKL(receptor activator 
of NF-κB ligand)発現レベルが上昇してい
る こ と （ J Biol Chem. 2003 
12;278(37):35743-8）がわかってきた。また
アメロジェニンファミリーのうち、全長タン
パ ク (M180) ま た は LRAP(Leucine Rich 
Amelogenin Peptide)を歯根膜細胞の培養系
に加えたところ、LRAPは歯根膜細胞の RANKL
の発現を抑制し、破骨細胞形成を抑制する効
果があることが報告されている（J Dent Res. 
2006  85(2):144-9.）。以上のことから、歯
周・骨組織などの間葉系細胞においてアメロ
ジェニンは細胞間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ている。   
 我々のグループは、骨に特異的にアメロジ
ェニンを過剰発現させるトランスジェニッ
クマウス(TG マウス)を共同研究者と作製し、
その表現型解析を試みた。すると、卵巣摘出
術（OVX）を施した際に、野生型のマウスは
骨密度低下（骨粗鬆症）を示したものの、TG
マウスは有意な骨密度低下を示さなかった。
これは骨芽細胞の RANKL の発現が LRAP によ
り抑制されたことが原因と考えられた
（unpublished data）。このマウスにおいて
エストロゲン減少時の血清中 TNF-、IL-1、
IL-6の濃度を測定したが、野生型マウスと有
意な差は見られなかった（unpublished data）。
全身レベルでのサイトカイン量変化は捉え
きれなかったものの、IL−６を介したエスト
ロゲン減少時の骨密度減少は、骨粗鬆症の主
たる原因であり、骨髄間葉系細胞培養系を用
いれば、IL-6やプロスタグランジン E2の変化
の確認できる可能性がある。一方、LRAPをエ
ナメル芽細胞に添加したところ一酸化窒素
（NO）の合成経路が活性化されることが報告
されている(Bone 2008 42(6), 1072-1079)。
また、骨におけるエストロゲンの効果は、血
管内皮型 NO合成酵素から合成された NOによ
って媒介されているということは以前より
判明しており（ Immunology 2001 103(3), 
255-266）、骨髄間葉系細胞において NO は
RANKL/OPG 発 現 の 比 を 減 少 さ せ る

(Endocrinology 2004 145(2), 751-759)こと
から、卵巣摘出時の NO 発現量の減少がアメ
ロジェニンによって抑制された可能性が考
えられる。 
 
２．研究の目的 

よって、本研究では 
(1) アメロジェニンは、エストロゲン低下

時にみられる IL-6、シクロオキシゲナ
ーゼ-2 (COX-2) 、プロスタグランジン
E2 (PGE2)の産生上昇を抑制し、結果的
に RANKLの発現上昇を抑制することで、
破骨細胞の形成を抑制する。 

(2) アメロジェニンは NOの発現を上昇させ
ることで、エストロゲン低下時の NO産
性低下を補い、骨密度低下を防止する。 

という仮説を、アメロジェニン TG マウス由
来間葉系細胞の培養を通じて検証すること
を目的とした。 
 アメロジェニンは従来エナメル芽細胞の
みに発現していると考えられてきたが、マラ
ッセの上皮遺残にも発現しており、アメロジ
ェニンの役割を解明することは、矯正治療に
おける病的歯根吸収のメカニズム解明につ
ながる可能性がある。また、本研究の結果か
ら、歯周病治療に用いられているエムドゲイ
ンの作用機序を明らかにすることが期待さ
れ、最終的に、新規歯周病治療薬開発など歯
科臨床に貢献する有益な情報を得られると
考えた。 
 

３．研究の方法 

(1) エストロゲン低下時における、IL-6、
COX-2、PGE2発現の解析を行うため、野
生型マウスおよびアメロジェニン
(LRAP)を I型コラーゲンプロモーター
下で骨に特異的に発現するトランスジ
ェニックマウスモデルに、偽手術(Sham)
および卵巣摘出(OVX)を施し、これらの
マウス由来間葉系細胞細胞を用いて、
IL-6、COX2、RANKLの発現量レベルをリ
アルタイム PCR（Q-PCR）で比較した。
また、回収した培養上澄を用い、PGE2

の定量を ELISAにておこなった。 
 
(2) Shamおよび OVXを施した野生型および、

トランスジェニックマウスモデル由来
の間葉系細胞を活性型 VitaminD3およ
び Lipopolysaccharide (LPS) 存在・非
存在下で培養後、NO合成酵素（iNOS, 
eNOS）の遺伝子発現量を比較した。また
回収した培養上澄を用い、
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay 
Kit を用いて、NO産生量を比較した。 

 
４．研究成果 
(1) 全長アメロジェニンおよび、LRAP を I



型プロモーター下で骨に特異的に発現する
トランスジェニックマウス（以下 TGマウス）
と野生型マウスに卵巣摘出術を施し、8 週後
に長管骨より骨髄間葉系細胞を採取し活性
型 VitaminD3と LPS存在下または非存在下で
培養を行った。その後 RNAを抽出しリアルタ
イム PCR 法にて、IL-6、COX-2 遺伝子発現を
比較したところ、アメロジェニントランスジ
ーン(LRAP)の存在によってこれらの遺伝子
発現に差が生じることが示唆された(図 1,2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図 1 IL-6遺伝子発現の変化  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 2 COX2遺伝子発現の変化 
 
 
また、PGE2の定量を ELISA にておこなったと
ころ LRAP の存在の有無によって PGE2の培養
上澄中の存在量が異なり、これはリアルタイ
ム PCRの COX2の結果と一致した(図 3)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3  
培養上清

中の PGE2濃度  
 
 
 

(2) 卵巣摘出を施した野生型および、トラ
ンスジェニックマウスを用いて、骨髄間葉系
細 胞 を 活 性 型 VitaminD3 お よ び
Lipopolysaccharide (LPS) 存在下で短期培
養後、NO合成酵素（iNOS, eNOS）の遺伝子発
現量の変化をリアルタイム PCR法で測定した。
その結果、LRAPを過剰発現するトランスジェ
ニックマウスでは、野生型と比較して OVXを
行った時の iNOS, eNOS の発現量が有意に上
昇していることが確認された(図 4)。 
 

   
 図 4  iNOS,eNOS遺伝子発現の変化 

 
また、回収した培養上澄を用い、
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit
を用いて、NO産生量を比較したところトラ
ンスジェニックマウス由来細胞のほうが、

より多くの
NO を産生
しているこ
とがわかっ
た(図 5)。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
    図 5  NO産生量の変化 
 
 以上、今回の我々の研究から、エナメル
マトリクスがインターロイキンや NO の発
現と、そのシグナル経路に影響を与え、結
果として骨代謝に作用している可能性が示
唆された。本実験から得られた結果は、歯周
病治療に用いられているエムドゲインの作
用機序の一端を明らかにすることに寄与で
きたと考えられる。  
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