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研究成果の概要（和文）：　エナメル質形成不全の種類には、遺伝的傾向により全顎的に発症するものと、特定
の歯に限局したものがある。限局的なエナメル質形成不全は、乳歯の齲蝕、外傷のほか、永久歯の切歯と第一大
臼歯で特徴的にみられるMolar Incisor Hypomineralization（MIH）がある。本結果から、エナメルマトリック
スプロテインであるアメロジェニンがエナメル質形成に重要であるものの、その他アメロブラスチン、KLK-4、
MMP-20も協調して石灰化誘導することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：There are two types of enamel dysplasia: those that occur in all jaws due to
 genetic predisposition and those that are localized to specific teeth. Localized enamel dysplasia 
includes caries and trauma in primary teeth as well as Molar Incisor Hypomineralization (MIH), which
 is characteristic of permanent incisors and first molars. The results of this study revealed that 
although the enamel matrix protein amelogenin is important for enamel formation, ameloblastin, 
KLK-4, and MMP-20 also cooperate to induce calcification.

研究分野：小児歯科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、歯胚においてアメロジェニンがエナメル質形成に重要であるものの、その他アメロブラスチ
ン、KLK-4、MMP-20も協調して石灰化誘導することが明らかになった。本結果では、歯胚培養14日でハイドロキ
シアパタイトの形成を認めた。このことから、短期間でエナメル小柱類似石灰化物を既存エナメル質に誘導させ
ることが可能となり、再生歯科分野において、歯胚形成のバイオミネラリゼーションの基盤研究が可能となっ
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。
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１．研究開始当初の背景 
 エナメル質は、基質形成期には有機質が 20〜30%を占めているが、石灰化の急激な上昇をおこ
す石灰化期には 1%以下まで減少し形成される。エナメル質に含まれる有機質の大部分は細胞か
ら分泌されるエナメルマトリックスプロテインであり、Amelogenin（Amelx）とエナメリンに大
別される。Amelx は、主にエナメル芽細胞にとよって分泌される細胞外マトリックスの 1種であ
り、エナメル質形成期のエナメル基質中の 90%以上を占める主要なエナメルマトリックスプロテ
インである。大量に分泌された Amelx はナノスフィアとよばれる分子集合体となり、エナメル芽
細胞の足場として機能すると同時に、エナメル質の石灰化に伴いセリンプロテアーゼやエナメ
ライシンにより分解され、これらのアメロジェニンナノスフィアのフラグメントがハイドロキ
シアパタイトの結晶成長を促すことが知られている。しかし、エナメル質の形成過程において、
胎児および小児期での熱発や外傷などの障害が生じ、エナメル芽細胞が影響受けることで、エナ
メル質形成不全が生じることがある。 
 ブタ由来 Amelx を主成分とするエムドゲインは、歯周組織再生療法で使用されており、失われ
た歯槽骨や歯根膜の再生に使用されている。このように Amelx には、エナメル質の誘導意外にも
マルチな働きがあるものの、詳細は不明である。本研究では、すでに臨床で使用されている Amelx
のエナメル質誘導能に着目し、早期に臨床応用を可能とさせる研究となる。さらに、細胞培養上
清には、様々なグロースファクターが存在し医療応用されている。本研究においてもアメロジェ
ニン含有細胞培養上清を使用し、短期間でのハイドロキシアパタイトの誘導が可能と考える。 
 
２．研究の目的 
 Amelx は、エナメル基質中の 90%以上を占める主要なエナメル蛋白であり、エナメル質形成に
深く関与している。エナメル質の形態はアメロジェニンにより作られ、その空間に過飽和のカル
シウムおよびリン酸イオンが集積することにより、結晶成長が生じると考えられているものの、
詳細は不明である。 
 本研究は、マウス歯胚において、Amelx を作用させることにより、短期間でエナメル小柱類似
石灰化物を既存エナメル質に誘導させ、歯質の強化および結晶構造からも色調改善を図ること
を目的とするバイオミネラリゼーションの基盤研究を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
①マウス歯胚におけるアメロジェニンの発現 
研究対象に、生後 3日目（PN3）のマウスの下顎第一大臼歯歯胚を使用した。マウスの下顎第一
大臼歯歯胚に対して、HE 染色および抗アメロジェニン抗体を使用した免疫組織染色を行った。 
②コンディショナルメディウム（CM）による器官培養 
CM は、マラッセ上皮遺残細胞から単離したアメロジェニン高発現 ERM-2 クローン細胞とブタ歯
肉上皮細胞（GE）を KGM 中で培養したものを使用した。 
③si-エナメルマトリックスタンパク質導入細胞における CM での培養 
ERM-2 クローン細胞に si- Amelx、si-Ameloblastin(Ambn)、si- Kallikrein 4 (KLK4)、si- Matrix 
metalloproteinase 20(MMP-20)配列を含む si-RNA で個別にトランスフェクションを行った CM
を使用した。上記 CM において PN のマウスの下顎第一大臼歯歯胚を、1、3、7、14 日間培養し SEM
にて観察を行った。 
 
 
４．研究成果 
①PN3 のマウス歯胚切片 HE 染色では、PN3 の歯胚はエナメル質の薄い層を持つ蕾状期であった。
免疫組織化学染色では、Amelx タンパク質はエナメル質を形成しているエナメル芽細胞に特異的
に陽性であったが、エナメル質の薄い領域のエナメル芽細胞では Amelx タンパク質の発現は低
く、エナメル質の厚いエナメル芽細胞では強発現を認めた。PN3 マウスから摘出した歯胚を SEM
で観察した。PN3 歯胚は薄いエナメル冠形態を有し、高倍率で観察するとエナメル質表面は平滑
に見えた（図 2）。 
②器官培養 1日目、ERM-2-CM を添加した歯胚は、GE-CM と比較してエナメル質表面に針状構造の
集合体からなる柱状構造の沈着を示した。一方、GE-CM のコントロールでは石灰化物の沈着は認
められなかった。器官培養 3 日目に、ERM-2-CM で培養した歯胚は、細長く密に詰まった柱状構
造の形成を示した。7日目には、これらの柱状構造は太く高くなり、いくつかの柱状構造は融合
して形成され成熟していた。 
その後、ERM-2-CM で培養して 14 日目になると、柱状構造はより密になり、凝集してハイドロキ
シアパタイト（HAP）様の六角形の柱状構造を形成した。一方、対照群では明確な柱状構造は観
察されなかった。 
③器官培養した歯胚のエナメル質表面における Amelx、Ambn、KLK4、MMP-20 を含む EMP の役割を



調べるために、si-Amelx、si-Ambn、si-KLK4、si-MMP-20 を導入した ERM-2 と si-ネガティブコ
ントロールのそれぞれの CM を用いて歯胚を 1、3、7、14 日間培養し、SEM にて観察した。1日目
に si-ネガティブコントロールの ERM-CM で培養した歯胚は、柱状構造の沈着を認めた。si-ネガ
ティブコントロール ERM-2 の CM で 3 日目と 7日目に培養した歯胚は、柱状構造の伸長と緻密化
を示した。Si-ネガティブコントロール ERM-2-CM で培養して 14 日目には、柱状構造はより緻密
で凝集したように見え、HAP 様の六角形の柱状構造を形成した。一方、各 si-Amelx、si-Ambn、
si-KLK4、si-MMP-20、ERM-2-CM では、明確な柱状構造は観察されなかった。 
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