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研究成果の概要： 

本研究の目的はセメント質形成細胞の発現する骨シアロ蛋白質(BSP)の機能的役割を知ること

である。その端緒として、セメント質形成細胞の BSP 遺伝子の組織特異性を歯肉由来線維芽細

胞と比較するため、クローニングした転写制御領域の活性化試験を行った。セメント質形成細

胞は転写開始点上流約 7kb 付近に転写活性化領域を持ち、転写因子 Runx2 によるクロマチン制

御を受けていた。その線維芽細胞との相違は BSP 遺伝子発現の組織特異性を担うものである。 
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１．研究開始当初の背景 

成人矯正治療の需要が増加している近年に
おいては、不可逆的な歯根吸収のリスクは高
まっている。矯正力による歯根吸収を予知し
予防し治療が可能ならば、進化する矯正治療
が安全で確実になる事は明確である。そのた
めには歯根吸収の発症とその修復機構を解
明することが喫緊の課題である。セメント質
形成細胞が発現する骨シアロ蛋白質(BSP)が
歯根発生、生理的セメント質の機能維持、歯
根吸収とその後のセメント質修復に重要な
役割を果たしており、さらにそのマラッセ上
皮残遺細胞由来のアメロジェニンによる制

御がセメント質の組織特異性を維持してい
るとする作業仮説を本研究の学術的背景と
した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的はセメント質形成細胞が発現
する骨シアロ蛋白質(BSP)がアメロジェニン
と協調して歯根の恒常性を保つ機構を知る
事である。その端緒としてセメント質形成細
胞の BSP遺伝子発現に及ぼすアメロジェニン
の影響を検討し、さらにはクローニングした
BSP 遺伝子転写制御領域を用いた転写活性試
験により、アメロジェニン応答性領域を同定
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する。さらには転写因子 Runx2 による転写制
御との関連性を骨芽細胞や線維芽細胞との
比較を通じて、セメント質形成細胞がいかに
組織特異的に BSPの転写制御をおこなってい
るかを検討する。 
 
３．研究の方法 

１）翻訳後修飾を受けた遺伝子組み換えアメ
ロジェニンスプライシング変異体蛋白質を
作製する目的で、昆虫由来細胞 SF9 を用いた
バキュロウィルス蛋白質発現系のシャトル
ベクターに全長 cDNA をクローニングする。
その後同 SF9 に組み換え蛋白質を発現させ
精製する。培養した不死化マウス歯小嚢由来
セメント芽前駆体細胞に作製した組み換え
アメロジェニンスプライシング変異体蛋白
質を添加して、RT – PCR 法を用いて BSP の
mRNA 発現量の増減を半定量する。 

 

２）マウス genomic library からクローニン
グしたマウス骨シアロ蛋白質(BSP)の遺伝子
転写制御領域の転写開始点上流 9.0kb を長さ
の異なる遺伝子断片をルシフェラーゼ発現
ベクターにサブクローニングする。培養した
不死化マウス歯小嚢由来セメント芽前駆体
細胞にリポフェクトアミンを利用して、上述
の断片化 BSP 遺伝子発現ベクターを遺伝子
導入する。その転写活性の変化はデュアルル
シフェラーゼレポーターシステムにて評価
検討する。同セメント芽前駆細胞と歯肉線維
芽細胞を比較して、BSP の遺伝子転写制御領
域の転写活性に相違があるかを検討する。ま
た、１）で作製した組み換えアメロジェニン
スプライシング変異体蛋白質を添加する事
により転写活性の変化が生ずるかどうかを
検討する。さらに申請者らが同定しつつある
BSP 遺伝子中の骨芽細胞特異的転写因子
Runx2 の結合領域の転写制御がセメント芽
前駆体細胞でも生じているかどうか、また組
み換えアメロジェニンスプライシング変異
体蛋白質の添加がその調節に影響を及ぼす
かどうかを検討する。 

 

３）マウス骨シアロ蛋白質(BSP)の遺伝子転
写制御領域の転写開始点上流 9.0kb の転写活
性化領域では高次クロマチン構造が開いて
緩いヌークレオソーム構造を呈していると
考えられる。さらに組織特異的転写因子の
DNA 結合に伴ってヌークレオソームを構成
するヒストンはアセチル化を受けているは
ずである。それらの現象を応用したクロマチ
ン免疫沈降法は生細胞(in vivo)の特定転写因
子のクロマチン上での局在を解析し、その転
写制御機構を明らかにできる。さらに申請者
らはすでに抗アセチル化ヒストン抗体、抗メ
チル化ヒストン抗体、抗 Runx2 抗体を作製
しており、クロマチン免疫沈降法を用いて

BSP 遺伝子の転写制御領域のクロマチン構
造の微細な変化を検討する。 

 

 

４．研究成果 
１）昆虫由来細胞 SF9 を用いたバキュロウィ
ルス蛋白質発現系により抽出し、粗精製した
アメロジェニンスプライシング変異体蛋白
質(rM59)は抗アメロジェニン抗体を用いた
ウェスタン解析により細胞外基質分画に約
5kD のややブロードな反応物として検出さ
れた。その生理活性を検討するために骨肉腫
細胞 ROS17/2.7 細胞の接着試験を行った。陽
性対照として大腸菌蛋白質発現系により精
製したマウス全長アメロジェニン(rM179)を
用いた。その結果、rM179 に比べると著しく
低い接着活性を rM59 は示した。しかしなが
ら、1.0μg/ml の組み換え蛋白質を添加した
後 24h の細胞群から全 RNA を抽出し、
Osteocalcin の発現量を RT-PCR にて半定量
したところ、rM179 で約５倍、rM59 では約
３倍の発現上昇が認められた。バキュロウィ
ルス蛋白質発現系から得られた rM59 が大腸
菌由来 rM179 に接着比較して活性や骨基質
蛋白質誘導能が低いのは、rM59 の精製過程
に問題があると考えられるため、現在でも改
良、検討中である。そのため以下の研究では、
主に rM179 を用いて行った結果のみを報告
する。培養した不死化マウス歯小嚢由来セメ
ント芽前駆体細胞と前骨芽細胞株 MC3T3E1

に 1.0μg/ml の rM179 を添加した後 24h の
細胞群から全 RNA を抽出し、骨シアロ蛋白
質(BSP)の発現量を RT-PCR にて半定量した。
その結果、BSP の mRNA 発現量は rM179

により、不死化マウス歯小嚢由来セメント芽
前駆体細胞で約２倍、MC3T3E1 約 1.7 倍の
発現上昇が認められた。 

 

2) マウス genomic library からクローニン
グしたマウス骨シアロ蛋白質(BSP)の遺伝子
転写制御領域の転写開始点上流 9.0kb を
9.0kb、5.2kb と 0.8kb の 3 種類の長さの異な
る断片をルシフェラーゼ発現ベクターにサ
ブクローニングした。さらに 9.0kb を 13 部
位に断片化した平均長 0.5kb のマウス BSP

遺伝子転写制御領域と同転写開始点上流プ
ロモーター領域 725bp を結合させたキメラ
遺伝子をルシフェラーゼ発現ベクターにサ
ブクローニングした。サブコンフルエントに
達した不死化マウス歯小嚢由来セメント芽
前駆体細胞と MC3T3E1、さらに歯肉線維芽
細胞に無血清用培地下で上述のキメラコン
ストラクトをリポフェクトアミンにより遺
伝子導入を行い、３時間後に 1.0μg/ml の
rM179 を培養液中に直接投与した。45 時間
後細胞を回収し、その転写活性を比較した。
その結果、非添加群に比較して不死化マウス



 

 

歯小嚢由来セメント芽前駆体細胞では、
pLUC9.0k で６倍、pLUC5.2k で３倍、
pLUC0.8k で約 2.2 倍の転写活性の増加が認
められた。同じく MC3T3E1 では pLUC9.0k

で４倍、pLUC5.2k で２倍、転写活性の増加
が認められた。pLUC0.8kb では転写活性の
変化は認められなかった。さらに歯肉線維芽
細胞では pLUC9.0k で 0.5 倍、pLUC5.2k で
0.8 倍、転写活性の抑制が認められた。
pLUC0.8kb では転写活性の変化は認められ
なかった。以上の結果はアメロジェニン
rM179 の BSP 遺伝子転写活性化領域がプロ
モーター上流5.0kb~9.0kbに存在する事を示
している。報告者は牛由来精製アメロジェニ
ン蛋白質でも同様の結果を得ており、研究に
用いるアメロジェニン蛋白質の由来や精製
法の相違にかかわらず再現性がある。さらに
歯肉線維芽細胞では同部位では BSP 遺伝子
の転写抑制が生じており、わずかであるが
MC3T3E1 よりも不死化マウス歯小嚢由来セ
メント芽前駆体細胞で高い転写活性の促進
が生じていることから、同部位のアメロジェ
ニン反応性に組織特異性が推察される。平均
長 0.5kb のマウス BSP 遺伝子転写制御領域
と同転写開始点上流プロモーター領域 725bp

を結合させたキメラ遺伝子のコンストラク
ト 13 種のうち 7 種(pLUC-P  : nts -9255 ~ 

nts -8209、pLUC-O : nts -8228 ~ -7297、
pLUC-N : nts -7317 ~ nts -6255、pLUC-M : 

nts -6243 ~ nts -6070、pLUC-L : nts -6089 ~ 

nts -5670、pLUC-K : nts -5689 ~ nts -5539、
pLUC-J : nts -5394 ~ nts -4815)がプロモー
ター上流 5.0kb~9.0kb を網羅している。上述
の遺伝子導入条件でアメロジェニン rM179

の不死化マウス歯小嚢由来セメント芽前駆
体細胞と MC3T3E1 の BSP 遺伝子転写活性
に及ぼす影響を検討した。その結果、不死化
マウス歯小嚢由来セメント芽前駆体細胞で
は、pLUC -N で 3 倍、pLUC-J で 4 倍の転
写 活 性 の 増 加 が 認 め ら れ た 。 同 じ く
MC3T3E1 では pLUC-J で 2 倍の転写活性の
増加が認められた。一方、pLUC-N では転写
活性の変化は認められなかった（右上図参
照）。以上の結果から pLUC-N の領域では歯
小嚢由来セメント芽前駆体細胞に特異的な
BSP 遺伝子の転写制御機構が存在すること
が強く示唆された。また、pLUC9.0k で認め
られた不死化マウス歯小嚢由来セメント芽
前駆体細胞の MC3T3E1 より高い転写活性
の促進は pLUC-N の領域の組織特異的なア
メロジェニン反応性が起因となっている事
が推察される。BSP 遺伝子転写制御領域の転
写開始点上流 nts -7317 ~nts -6255 には、推
定される3部位のRunx2結合領域(OSE)や推
定される２つの Sp-1 結合領域が存在する。
不死化マウス歯小嚢由来セメント芽前駆体
細胞においてアメロジェニン rM179 による

BSP 遺伝子の転写促進が転写開始点上流 nts  

-7317 ~nts -6255 のどの領域を介して生ずる
かは、さらに同領域を断片化して検討する必
要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３）BSP 遺伝子転写制御領域の転写開始点上
流 nts -7317 ~nts -6255 に推定される 3 部位
の Runx2 結合領域(OSE)が存在する事から、
アメロジェニン rM179 による転写促進が転
写因子 Runx2 を介して行われ、クロマチン
構造の変化を引き起こしている可能性があ
ると示唆される。そこで Runx2 モノクロー
ナル抗体を用いたクロマチン免疫沈降法を
用いて、同領域のクロマチン構造に及ぼす、
アメロジェニン rM179 の影響を検討した。 

pLUC9.0k を遺伝子導入した後、アメロジェ
ニン rM179 を添加して、コンフルエントに
達した不死化マウス歯小嚢由来セメント芽
前駆体細胞を 1% formaldehyde で固定し、
密閉式超音波細胞破砕装置を用いて可溶性
クロマチン分画(平均長 500~600bp のヌーク
レ オ ソ ー ム を 得 た 。 50%ProteinA/G 

Sepharose で前処理した各分画に mouse 

amti-mouse Runx2 モノクローナル抗体あ
るいは normal rabit 血清を加えて免疫沈降
を行った。洗浄後、0.3M NaCl 溶液下で 65℃
にて 4時間加熱し、分子間架橋を外し、クロ
マチンに結合していた DNA 部位の精製を行
う。さらにその定量は RT-PCR により行った。
その結果、同領域における Runx2 によるク
ロマチン構造の活性化はアメロジェニン
rM179 の添加により促進されていた。共同研
究者の松澤はアメロジェニン rM179 が細胞
内の BMP-SMAD 経路を刺激すると報告し
ている。一方、Runx2 は細胞内の SMAD1

と SMAD4 に結合するという報告もある。今
後、rM179 の刺激が SMAD を介して Runx2

に伝達され、その結果 BSP 遺伝子転写制御
領域の転写開始点上流 nts -7317 ~nts -6255

のクロマチン構造を活性化して転写活性化
を行うカスケードをさらに詳細に検討する
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必要があろう。 
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