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研究成果の概要（和文）：エナメル質形成過程に認められるトランスフォーミング成長因子ベータ(TGF-β)に注
目し、その役割と機能解明を目指し、主にTGF-β１のタンパク質動態について調べた。これまでに、エナメル芽
細胞によるTGF-β１のオートクリン機構と、エナメルマトリックス内でTGF-β１がアメロゲニン断片（Amel）と
複合体を形成することを解明した。またTGF-βの役割についてエナメル芽細胞のアポトーシス誘導、アメロゲニ
ンのエンドサイトーシス、および上皮間葉転換誘導の可能性を見出している。さらにこれらの働きに及ぼす影響
はTGF-βアイソフォーム間（β1、β2、β3）で違いを示すことが分かった。

研究成果の概要（英文）：We focused on transforming growth factor beta (TGF-β), which is found in 
the process of enamel formation, to elucidate its role and function, and mainly investigated the 
protein dynamics of TGF-β1. We have elucidated the autocrine mechanism of TGF-β1 by ameloblasts 
and the complex formation of TGF-β1 with amelogenin fragments in the enamel matrix. We have also 
identified possible roles for TGF-β in the induction of apoptosis in ameloblasts, endocytosis of 
amelogenin, and induction of epithelial-mesenchymal transition. Furthermore, we found that the 
effects on these functions differ among TGF-β isoforms (β1, β2, and β3).

研究分野：歯学・矯正・小児系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、正常なエナメル質形成のメカニズム解明に迫ることのみならず、Amel-TGF-β複合体を応用した
新たな歯科再生医療技術の構築が十分に考えられ、学術的および社会的意義は高い。またTGF-βアイソフォーム
間による影響を検証することで、形成不全や腫瘍化に至る異常なシグナルについて知る可能性を示唆する。

※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 
（１）正常なエナメル質形成過程において、エナメルマトリックス内には様々なエナメルタン
パク質およびプロテアーゼが合成分泌されるが、生理活性物質の一つであるトランスフォーミ
ング成長因子ベータ(TGF-β)がエナメル質形成においてエナメル芽細胞によって合成・分泌さ
れることが知られている１）。TGF-βのアイソフォームのうち、TGF-β1 はタンパク分解酵素で
あるエナメリシン（MMP20）とカリクレイン４（KLK4）両方の mRNA の発現を制御していること
が知られており、さらに TGF-β1 は KLK４の分泌を通してエナメル質の石灰化や成熟を制御
し、成熟期エナメル器ではエナメル芽細胞のアポトーシスを引き起こさせる可能性が報告され
ている２）。また、基質形成期以前の前エナメル芽細胞での TGF-β1 の過剰発現は異常なエナメ
ル質石灰化パターンを示すことが報告されている３）。 
これまでのエナメル質形成における TGF-β関連
の研究のほとんどは遺伝子レベルでの実地に留ま
っており、その動態や機能については解明されて
いなかった。 
 
（２）我々は TGF-βがブタ象牙質中にも存在し、
その活性は象牙質中で最も多い非コラーゲン性タ
ンパク質である象牙質シアロタンパク質や象牙質
リンタンパク質と結合することで活性が保持され
ることを明らかにした 4）。さらに TGF-βはブタ基
質形成期および成熟期エナメル質中に存在し、ヒ
ト歯根膜細胞（PDL 細胞）に対してアルカリホスフ
ァターゼ（ALP）活性を上昇させることを見出した
が（図 1）、それらの分離精製はまだされておらず、
アイソフォームも特定されていなかった。そこで
我々は、エナメル質中に存在する TGF-βがエナメ
ル質形成過程において様々なタンパク質との相互作用を有し、エナメル芽細胞膜上に存在する
TGF-β受容体に結合してシグナル伝達を調節するという仮説を立てた。 
 
２． 研究の目的 
本研究は上記仮説の検証を行い、エナメル質形成過程における複雑な TGF-βの動態および機能
を遺伝子発現、組織学的考察、さらにタンパク質レベルで解明することを目的とする。そして、
得られた分子生物学的情報から、ヒトのエナメル質または歯周組織の再生に寄与する歯科医療
技術の基盤構築を目指すものである。 
 
３． 研究の方法 
（１）エナメル質形成過程における TGF-β1遺伝子の合成・発現量の測定 
基質形成期、移行期、成熟期に相当する切歯エナ
メル芽細胞（図２a）中の TGF-β1 および TGF-β
Ⅰ型受容体(TGFBR1)の遺伝子発現量を解析した。 
 
（２）ブタエナメル質抽出タンパク質画分から生
理活性物質を分離して同定 
第二大臼歯歯胚より基質形成期及び成熟期エナ
メル質を削り取り（図２b）、タンパク質画分を連
続的に抽出・分画した。さらに生理活性物質を含
む画分中に存在する主要タンパク質を同定した。 
 
（３）TGF-β１の活性化と不活性化の検討 
リコンビナント前駆体 TGF-β1 (latent TGF-β
1) に対して、エナメル基質より精製した MMP20 
と KLK4 を作用させ、活性化の影響を測定した。 
 
（４）in vitro 及び in vivo における TGF-β1 と
エナメルタンパク質間相互作用の多角的解明 
ELISA 法を利用した TGF-β1 とエナメルタンパク質との in vivo 結合同定実験を行った。 
 
（５） アメロゲニン－TGF-β1複合体と TGFBR1 のリン酸化酵素アッセイ 
ブタ切歯エナメル芽細胞から TGFBR1 を抽出し、エナメルタンパク質－TGF-β1 複合体と TGFBR1
とのシグナル伝達について検討した。 

図１:幼若(S)と成熟(H)エナメルタン

パク質画分の TGF-β様活性分布 

図２：生後約５か月ブタ下顎骨及び歯胚 



（６）TGF アイソフォーム間における遺伝子発現、アポトーシス、アメロゲニンのエンドサイト
ーシスの影響 
マウス由来エナメル上皮細胞（mHAT9d）を用いてエナメル質形成関連遺伝子の発現、エナメル芽
細胞のアポトーシスの差異、およびアメロゲニンのエンドサイトーシスの影響を調べた。 
 
（７）TGF アイソフォーム間におけるエナメル上皮細胞の上皮間葉転換（EMT）への形態変化、
mHAT9d を用いておよび EMT 関連遺伝子の網羅的解析 
TGFβアイソフォームの存在下または非存在下で EMT への形態変化、次世代シーケンシング（NGS）
による EMT 関連遺伝子の網羅的解析を行った。 
 
４． 研究成果 
（１）本研究では主にブタ幼若エナメル質を用いた実験を行い、①TGF-β１が基質形成期エナメ
ル芽細胞より不活性型として合成分泌された後、②MMP20 によって活性化されること、③同じく
MMP20 によってプロセッシングされたアメロゲニン断片と複合体を形成しその活性を維持する
こと、④アメロゲニン－TGF-β1 複合体は受容体である TGFBR1 に結合し、シグナル伝達が行わ
れ、⑤成熟期には KLK4 によってアメロゲニンとともに分解されることを解明した。以上正常な
エナメル質形成過程における TGF-βの動態について新たな知見を得て、“エナメル芽細胞による
TGF-β１のオートクリン機構”としてまとめた（図３）。 

  
 

 
（２）さらに我々は、TGF-βアイソフォーム（β1、β2、β3）に着目し、①エナメル芽細胞の
アポトーシス誘導、②アメロゲニンのエンドサイトーシス、および③EMT への形態変化の可能性
について見出した。これらの役割においては TGF-βアイソフォーム間に異なる影響を示すこと
が判明した。すなわち①②③のいずれについても、TGF-β1およびβ3 で培養した mHAT9d 細胞に
おいて、β２で培養した場合と比較しその働きが優位に亢進する結果を得ている。 
図４は各 TGF-βアイソフォーム存在下で 10 日間培養した mHAT9d 細胞のローダミン・ファロイ
ジン染色と DAPI 染色の merge した画像を示
す。TGF-βなしで培養した control と比較す
ると、TGF-β1 および TGF-β3で培養した細
胞では上皮細胞の輪郭が不規則になり、細胞
質突起を有した紡錘状の細胞形態に変化し
たものが観察され、EMT が生じたが、TGF-β
2 では観察されなかった。また EMT を生じた
mHAT9d 細胞では上皮系および間葉系マーカ
ー遺伝子の両方の発現が認められた。 
NGS 解析では、EMT に関連する TGF-βシグナ
ル経路としてERKおよびRhoが候補として挙
げられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４：mHAT9d 細胞の EMT に及ぼす

TGF-βアイソフォームの影響 

図３：エナメル芽細胞による TGF-β１のオートクリン機構 
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