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研究成果の概要（和文）：　歯周組織の再生にエナメル基質タンパク質 (EMD : Emdogain&reg; Gel ) が用いられ良好
な結果が報告されているが、その作用機序についてシグナル伝達分子レベルでの統一的な見解は得られていない。
　本研究はEMDの主要蛋白であるアメロジェニンに注目して、同分子が歯周組織再生に果たす役割を機序の面から解明
するためにプロテオーム解析を行い、新規アメロジェニン会合分子群の同定を世界で初めて報告した。さらにその中で
、アメロジェニン会合蛋白群の中において、Grp78が骨芽細胞のアメロジェニン取り込みと細胞増殖に関与することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Amelogenin, the major component of enamel matrix derivative (Straumann&reg; Emdog
ain), is a suggested bioactive candidate for promoting the regeneration of bone and periodontal tissues. I
n this study, we combined affinity chromatography and proteomic analysis to characterize amelogenin-bindin
g proteins in an osteoblast cell line. Among the identified amelogenin-interacting proteins, we validated 
the biological interaction of amelogenin with Grp78, which was identified in both cytosolic and membrane-e
nriched fractions. We demonstrated that the interaction of amelogenin with Grp78 contributed to cell proli
feration, rather than correlate with the osteogenesis in SaOS-2 cells. 
 These findings suggest that the differential effects of amelogenin-derived osteoblast activation could be
 of potential clinical significance for understanding the cellular and molecular bases of amelogenin-induc
ed periodontal tissue regeneration.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の歯周病治療において、歯周組織
の再生を目的とした再生治療が精力的に行
われるようになり一定の成果を上げている。
中でも国内で高頻度に応用されているのが、
幼若豚の歯胚から抽出されたエナメル基質
タンパク質(enamel matrix derivative: EMD)
である。 
(2) 既に、EMD は Emdogain® Gelという名
称で商品化されており、現状で増殖因子を初
めとする生理活性タンパク質を利用した歯
周組織再生用材料の中で唯一、厚生労働省の
認可を得ている。しかし、長年 EMD の作用機
序の解明を試みる研究が続けられてはいる
にもかかわらず、歯周組織再生・歯肉上皮の
down growth 阻害・抗炎症作用なに対するシ
グナル伝達分子レベルでの統一的な見は得
られていない。さらに本製品はブタ歯胚由来
の異種蛋白であるため、未知のウイルスの混
入やアレルギー反応の可能性などの問題点
を残している。 
(3) アメロジェニンは細胞外基質蛋白 
( ECM: extracellular matrix protein ) の
一種で EMD の 90%以上を占める主要成分であ
り、EMD による歯周組織再生の中心的な分子
である。医科領域においても ECM の創傷治
癒・再生療法への応用は実用化されており、
海外でアメロジェニンは Xelma®の商品名で
難治性褥瘡治療に使用されている。 
(4) アメロジェニンの歯周組織再生への応
用は、歯の発生環境の生物学的模倣を基盤と
して開発された。アメロジェニンは歯胚形成
期のエナメル芽細胞より分泌され、象牙質へ
の沈着を介してセメント質を始めとする歯
周組織形成に関与するとされる。 
(5) 今までのアメロジェニンに関連する研
究は、発生学的理由でエナメル芽細胞による
エナメル質形成の機能解析を対象としたも
のであり、アメロジェニンと歯周組織再生時
に遊走し修復に関連する骨誘導担当細胞群
との分子間相互作用についての研究はほと
んど進んでいないのが現状である。よって歯
周組織再生に重要である歯根膜細胞や骨芽
細胞などにおけるアメロジェニン会合分子
の同定は、その分子基盤を確立するうえで必
須の検討課題であった。 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、アメロジェニンとその会合
分子の組換えタンパク質を原料とした、歯周
組織再生のシグナルをより効果的に誘導す
る安全性の高い分子標的再生療法の開発を
目的とする。 
(2) そのために EMD の 90%以上を占める主要
成分であるアメロジェニンに注目してプロ
テオーム解析を行うことにより、新規アメロ
ジェニン会合分子の同定を行い、その会合タ
ンパク質による歯周組織再生機序の可能性
を検討した。 
３．研究の方法 
(1) 胎生マウス cDNA から GST 融合アメロジ

ェニンの作成および、アメロジェニン(GST タ
グなし)を精製した。 
(2) 組み換えアメロジェニンの骨芽細胞内
への経時的な取り込みを、共焦点蛍光顕微鏡
により観察した。 
(3) GST pull down assay により SaOS-2 ヒト
骨芽細胞様細胞の可溶性分画・膜分画におけ
るアメロジェニン会合蛋白を2次元電気泳動
(2D-PAGE)により分離し、CBB 染色により検出
した。 

(4) 2D-PAGE で得られたアメロジェニン会合
蛋白スポットをタンパク質質量分析
(MALDI-TOF MS)により同定し、さらに骨芽細
胞の可溶性分画・膜分画における会合蛋白の
比較を行った。 

(5) アメロジェニンとアメロジェニン会合
蛋白の細胞内における共局在を、共焦点蛍光
顕微鏡により観察した。 
(6) アメロジェニン会合蛋白をsiRNAでノッ
クダウンし、アメロジェニン刺激時の細胞動
態変化について細胞増殖(WST-8 assay)およ
び骨分化マーカー遺伝子群の発現をリアル
タイム PCR で比較検討した。 
４．研究成果 
(1) SaOS-2 骨芽細胞において、アメロジェニ
ンが経時的に細胞膜から核近傍へ集積して
取り込まれる様子を確認した。 
①アメロジェニンの精製の CBB 染色(A)と
Western blot での確認 



②蛍光標識したアメロジェニンの細胞内取
り込み画像 

(2) SaOS-2 骨芽細胞において、アメロジェニ
ン会合蛋白を可溶分画に 16 個、膜分画に 12
個同定した。その中で、小胞体関連シャペロ
ン蛋白である Grp78 のみが唯一、両分画に存
在していた。 
①SaOS-2 骨芽細胞の可溶性分画(A)と膜分画
(B) におけるアメロジェニン会合分子スポ
ットの２次元泳動による確認 

②SaOS-2 骨芽細胞の可溶性分画におけるア
メロジェニン会合分子の一覧表 

 
②SaOS-2 骨芽細胞の膜分画におけるアメロ
ジェニン会合分子の一覧表 



(3) Grp78 は細胞内でユビキタスに発現して
いたが、アメロジェニン取り込み時には核近
傍への共局在が確認された。 

(4) アメロジェニン刺激時に SaOS-2 骨芽細
胞の有意な細胞増殖の亢進が確認されたが、
Grp78 ノックダウンによりアメロジェニンの
細胞増殖効果は消失した。 

 
(5) アメロジェニン添加により Osteopontin
のみ発現が上昇したが、その他の骨分化マー
カー遺伝子群は減少傾向を示した。SaOS-2 骨
芽細胞の Grp78 ノックダウンにより、Runx2, 
Osterix, ALP の 発 現 が 低 下 し た が 、
Osteopontin の著明な増加が認められた。 
 

 
(6) プロテオーム解析によりアメロジェニ
ン会合分子として同定された Grp78 は、アメ
ロジェニンの取り込みに関与しているとみ
られる。両者の会合による細胞増殖への影響
が強く示されたが、骨分化においては初期の
影響は少なく、後期の石灰化への関与が示唆
された。EMD が分化度の低い骨芽細胞系細胞
には増殖を促進するのに対し、より分化度の
高い骨芽細胞では増殖を抑制し、分化を促進
するとの報告がある。Grp78 を介したアメロ
ジェニンの骨芽細胞への影響について、今後
は骨芽細胞の分化度に注目しての更なる検
討が必要とみられる。 
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