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研究成果の概要（和文）：アメロブラスチンはエナメル芽細胞の増殖に関与していることが明らかとなった。その調節
機構は細胞周期のp21Cip1およびp27Kip1を抑制することで細胞増殖を抑制していることが明らかとなった。またアメロ
ブラスチンは根尖部のHertwig's上皮鞘の増殖も制御していることが明らかとなった。エナメル芽細胞と象牙芽細胞の
共培養に対するアメロブラスチンの添加実験においてアメロブラスチンの石灰化促進機能が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was revealed thatameloblastin was related to proliferation of ameloblasts. Its 
regulatory mechanism was that the protein inhibited p21Cip1 and p27Kip1 which were both negative factors i
n cell cycle. Additionally, ameloblastin also regulated proliferation of Hertwig's Epithelial cells in api
cal tooth root. Furthermore, it was suggested that ameloblastin had the function of upregulating calcifica
tion in interaction between ameloblasts and odontoblasts.
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１． 研究開始当初の背景 

近年、日本において子供の顎骨成長と

歯の大きさとの不調和が顕著になり、こ

れに伴い矯正歯科治療を必要とする患

者は増加傾向にある。矯正歯科治療では

歯根周囲は常に軽度の炎症が生じてお

り、ときに重篤な悪影響を及ぼす。その

一つが歯根吸収である。歯根吸収がセメ

ント質に限局したものであれば二次セ

メント質によって修復されるが、高度に

象牙質まで進行した歯根吸収では修復

が生じにくく、歯の正常な機能を維持す

ることが難しくなる。現在、矯正歯科治

療中に歯根吸収が疑われた場合、さらな

る進行を防ぐため、装置を一時撤去して

治療を中断することが行われれている

が、歯根吸収した歯を直接的に回復させ

る方法は未だ確立されていない。 

アメロブラスチンはエナメル芽細胞

より分泌されるエナメルタンパクの一

つで、歯の硬組織形成に関与しているこ

とが明らかとなっている。しかし近年ア

メロブラスチンはそのほかにも様々な

生理活性が明らかになってきている。例

えば象牙質形成を促進することやエナ

メル芽細胞の増殖に関与することなど

である。歯根はエナメル芽細胞と象牙芽

細胞の相互作用によって形成されるが、

アメロブラスチンは数あるエナメル蛋

白の中で唯一歯根根尖にて発現が確認

されており、両細胞に作用し、歯根形成

をコントロールしているという仮説を

立てた。 

 

２． 研究の目的 

これまでに申請者らはアメロブラス

チンを発現しているエナメル芽細胞に

対して siRNA を用いてアメロブラスチ

ンを発現抑制を行うとともに、アメロブ

ラスチンを発現していないアメロブラ

スチンに遺伝子導入によりアメロブラ

スチンを過剰発現させた結果、アメロブ

ラスチンはエナメル芽細胞の増殖を抑

制し、またその他エナメル蛋白の発現を

亢進することを明らかにしている。また

アメロブラスチンの遺伝子発現を抑制

する siRNA のマウス歯根への投与によ

り歯根の成長抑制が確認されている。そ

こでアメロブラスチンはエナメル芽細

胞の増殖分化に関与していると推測さ

れるが、そのメカニズムは明らかにされ

ていない。また歯根象牙質に対する影響

に関してはこれまで報告がほとんど無

い。これらを明らかにし、アメロブラス

チンの歯根形成における機能を解明し、

最終的にはアメロブラスチン投与によ

る歯根吸収部位の修復治療を目指すこ

とを本研究の目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) 細胞増殖活性および分化関連因子の発

現に対するアメロブラスチンの影響の

検討 

アメロブラスチン非発現エナメル芽細

胞（ALC）および象牙芽前駆細胞をリ

コンビナントヒトアメロブラスチン

（rmAMBN）存在下、非存在下で培

養し、アメロブラスチンが両細胞の増

殖および分化に与える影響について検

討する。増殖能の検討については

ELISA BrdU アッセイ、細胞数の計測

にて行う。分化能の検討については定

量 PCR を各種エナメル蛋白（アメロ

ジェニン、エナメリン、タフテリン、

エナメリシン）および骨関連マーカー

（BSP、Ⅰ型コラーゲン、アルカリホ

スファターゼ、RUNX2、オステオポ

ンチン、オステオカルシン、オステオ

ネクチン）について行い、遺伝子解析

を行う。またその他 ALP 活性の測定



などにより石灰化度の検討も行う。 

(2)アメロブラスチンの生理活性発現にお

ける CD63 の関与についての検討 

実験には ALC と象牙芽細胞前駆細胞

を用いる。両細胞について免疫組織学的

に CD63 の発現分布を検討する。また

CD63 ブロッキング抗体存在下で

rmAMBN を添加した場合の両細胞の細

胞増殖能の変化、基質代謝能の変化につ

いて実験１と同様の方法で解析する。 

 

(3)アメロブラスチンがエナメル芽細胞と

象牙芽細胞前駆細胞の相互作用に与え

る影響の検討 

      歯根の形成にはエナメル芽細胞と象

牙芽細胞の相互作用が必須である。よっ

てこれらの相互作用に対して rmAMBN

が与える影響について検討を行う。両細

胞を三次元細胞培養ディッシュにて共

培養し、実験１と同様の方法で遺伝子解

析を行う。 

 

(4)ラット歯根吸収モデルによる検討 

 我々が使用しているラット歯根吸収モ

デルを使用し、臼歯に生じた歯根吸収部

位へインスリンニードルを用いて

rmAMBN の投与を行う。その後歯槽骨

および歯根の形成の変化、吸収窩の修復

度についてHE染色および骨関連マーカ

ーを用い、免疫組織学的に検討を行う。 

 

４． 研究成果 

まず初めに、本研究に入る前段階として、 

 これまで得られた結果についてさらに詳

しい検討を行った。アメロブラスチン過剰

発現細胞を用い、アメロブラスチンが細胞

周期の制御にどのように機能しているか

を検討した。アメロブラスチンの過剰発現

細胞ではコントロールと比較して細胞周

期の抑制因子である P21Cip1 および p２

27Kip1 の遺伝子発現が更新していた。し

かし CDK1、4、6 の発現に変化は認められ

なかった。 

  アメロブラスチン siRNA をマウス歯根

根尖へ投与した以前の検討により、マウス

歯根は成長抑制が認められたが、実際にそ

の原因を探るべく免疫染色により検討を

継続した。根尖部ヘルトビッヒの上皮鞘細

胞はその二層構造に乱れが生じており、ま

た細胞増殖能にも異常が認められていた。 

 

  これらのことをふまえた上で本研究の

実験を行った。 

(1) rmAMBN の精製に困難な点が存在し、

また出来上がった蛋白の性質および精

度の確認に時間がかかり予定されてい

た検討を終えることはできなかった。

アメロブラスチンは発現するとすぐに

分解されて大小様々なフラグメントと

なる。それによりアメロブラスチンの

効果が大きく変化することが知られて

いる。今回作製された rmAMBN 投与

により ALC におけるエナメル蛋白の

遺伝子発現は一部亢進した。しかし細

胞増殖における影響は不明であった。

ALC は元来細胞増殖が早く、蛋白添加

の影響を判断することが困難であった

と考えられる。 

象牙芽前駆細胞に対するアメロブラス

チンの影響については数回の実験を行

ったが分化能に対する影響が認められ

なかった。しかしこれはこのときに使

用した rmAMBN の精度に問題があっ

たと考えており、今後 rmAMBN を再

作製するか、もしくはシークエンスを

行うなどして蛋白の精度を向上するこ

とで何らかの結果が出るものと考えて

いる。 

(2) エナメル芽細胞における CD63 の分布

については当初定量 PCR と Western 



Blotを用いて検討を行う予定であった

が、研究計画の遅れにより行われてい

ない。 

(3) エナメル芽細胞と象牙芽前駆細胞の共

培養における rmAMBN の影響につい

て。この両細胞の共培養は困難を極め

た。両細胞ともに細胞増殖スピードが

きわめて速い。しかし ALC の増殖ス

ピードが象牙芽前駆細胞よりもかなり

速いことから、その相互作用において

検討している遺伝子マーカーの発現が

安定しない。共培養時象牙芽前駆細胞

の石灰化が顕微鏡像で認められた。

rmAMBN 添加時に亢進する傾向が認

められた。またアリザリンレッド染色

においても同様の傾向が認められた。

しかし明らかな有意差は認められなか

った。 

(4) ラット歯根吸収モデルによる検討。 

実験はラット臼歯を矯正用のスクリュ

ーより牽引し歯根吸収を強制的に生じ

させて行った。rmAMBN の歯根周囲

への投与による歯根形成および歯根吸

収窩の修復へ与える影響はこれまで認

められていない。実験によって形成さ

れる歯根吸収の程度が安定せず、定量

的な測定では有意差が認められなかっ

た。 

   これに関しては rmAMBN の精度の問

題であるのか、アメロブラスチンの歯

根象牙質の修復力に限界があるのか

はこれまでのところ不明である。 

  

すべての実験において rmAMBN の精度が大 

きく関わっているのは言うまでもない。これ 

までアメロブラスチンの研究が世界的に進 

んでいない理由の一つにアメロブラスチン

の分子多様性にある。この蛋白は前述のとお

り生体内ではすぐに分解され小さいフラグ

メントになる。それによって様々な生理活性

を発揮していると考えられているが、それが

実験の不安定さにつながっているとも考え

られる。今後は種を超えて安定している部位

から作製されたペプチドを用いるなど対応

策を考えたいと思う。 
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