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研究成果の概要（和文）：アメロゲニンは、LAMP-1 受容体を介して骨髄由来ヒト MSC の増殖を

亢進し、その細胞内シグナリング経路として MAPK-Erk 経路の関与が証明された。さらに、骨分

化誘導を開始した骨髄由来ヒト MSC において、アメロゲニンは骨分化マーカーの遺伝子発現お

よび石灰化度を亢進することが明らかとなった。また、アメロゲニンは骨分化の促進因子とし

て注目されている BMP-6 の発現を促進することが明らかとなった。 
研究成果の概要（英文）： It is demonstrated that amelogenin increases the proliferation 
of MSCs by an interaction with LAMP1 through MAPK-ERK signaling pathway. In addition, 

amelogenin up-regulated the expressions of bone specific marker and mineralization 

activity in the osteogenic differentiation of MSCs. Amelogenin increases the expression 

of BMP-6, known as a promoting factor for bone differentiation. 
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１． 研究開始当初の背景 

 近年、幹細胞の臨床応用に向けた研究

が国内外において加速し、従来の手法では

治療困難であった疾患に対する新たな治

療法としての期待が大きい。歯科医療領域

においては、喪失した歯槽骨の修復や口蓋

裂患者における顎裂閉鎖を目的として、

MSC による骨再生治療の実現に向けた研

究が行われてきた。一般的に、再生治療で

は最適な微小環境を治療部位に構築する

ことが重要な要素であることが示唆され

ているが、MSC による骨再生誘導におい

ても、細胞を移植部に定着させ、再生の足

場となる材料に加えて、細胞の増殖や分化

を調節する生理活性物質の有効性が明ら

かにされている。このうち、MSC の代謝

調節のための生理活性物質として、

fibroblast growth factor (FGF)や bone 

morphogenetic protein (BMP)などが報

告されているが、臨床応用のためには高度
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な安全性と効果との両立が要求され、いず

れも実用化に至っていない。 

エナメル蛋白は、エナメル質形成期にエ

ナメル芽細胞により特異的に産生され、無

細胞性に硬組織を誘導する蛋白として認

識されてきた。近年、エナメル蛋白の主成

分であるアメロゲニンは歯髄細胞におい

ても発現が報告され、細胞の増殖や石灰化

の促進作用を有していることが明らかに

なった。また、ブタ歯胚由来のエナメル基

質抽出成分はエムドゲインとして商品化

され、歯周組織再生治療に臨床応用されて

いることから、エナメル蛋白は医薬品とし

て既に一定の安全性と効果が実証ざれて

いることが特徴である。しかしながら、エ

ムドゲインには蛋白質など多数の成分が

混在しており、全成分が明らかにされてい

ないことから、いずれの歯周構成細胞に対

してどの成分が効果を発現しているのか

不明な点が多い。とりわけ、組織再生には

幹細胞が重要な役割を果たしている可能

性が高いと推察されるものの、エナメル蛋

白の幹細胞への影響についてほとんど明

らかにされていない。 

一方、本研究で用いるヒトアメロゲニン

は、リコンビナント蛋白であるため、純度

が高く、ウィルス等の混入による人体への

危険性はきわめて低いと考えられ、ブタ由

来のエムドゲインと比較して最終的には

安全性において優れていると考えられる。

また、本研究により、ヒトリコンビナント

アメロゲニンの細胞レベルあるいは生体

に対する効果を詳細に検討することによ

り、安全性が高く、より効果的な適用が可

能となると考えられる。これまで、ヒト歯

胚の入手の機会は限定されていることに

加えて、アメロゲニン蛋白は N 末端側に

広範な疎水領域を有し、疎水性がきわめて

高いことから精製効率が悪く、これを用い

た研究報告は限定されていた。応募者らの

所属機関において、リコンビナントアメロ

ゲニンの大量精製法により、細胞に対する

真の効果を検証することが可能となった

ことから、骨再生治療への適用を目指した

本研究を立案するに至った。 
 
２． 研究の目的 

本研究の究極の目的は、リコンビナント

ヒトアメロゲニンのMSCの増殖および骨

分化能に対する作用を解明し、これを骨再

生治療に導入することである。 

まず始めに、ヒト MSC における LAMP-1

および CD63 の発現を証明し、これらのレセ

プターを介したアメロゲニンの機能を検討す

ることを目標とする。当研究科では、以前より

MSC の抽出、培養および移植実験を in 

vitro/in vivo 両レベルで実現しており、それ

ぞれの実験手技については確立されている。

予想されるアメロゲニンの機能として、細胞増

殖能の亢進あるいは MSC の骨芽細胞への

分化過程における促進効果が挙げられる。

MSC の増殖能については、アメロゲニン添

加による細胞増殖様相の検討に加えて、アメ

ロゲニンレセプター結合後の MAPK-Erk 経

路の活性化について検討する。 

一方、MSC における骨分化の誘導/促進

因子として BMP-6 の重要性が示唆されてい

る。そこで、本研究においては、MSC の

BMP-6 発現調節機構に対するアメロゲニン

の影響を検討するとともに、MSC の骨分化

過程における骨分化マーカーの発現および

石灰化度へのアメロゲニン添加の影響を明ら

かにする。 

 
３．研究の方法 
 
（１） ヒト MSC 増殖期におけるアメロゲ

ニンレセプターLAMP-1 および CD63 の発現

の検討 

LAMP-1 および CD63 の遺伝子発現レベルに

ついて、定量 PCR 解析を行う。また、蛋白レ

ベルの経時的発現については、Western blot

分析を用いて検討する。さらに、LAMP-1 およ

び CD63 抗体を用いて、培養細胞の免疫染色

を行い、ヒトMSCにおけるLAMP-1およびCD63

の局在について検討する。 

 

（２）ヒト MSC 増殖能に対するアメロゲニン

添加の影響 



実験開始 24時間前から段階的に無血清状

態にした後 0-100ng/ml のアメロジェニン

を添加し、実験開始 24 時間後に、ELISA 法

を用いて測定を行う。 

 

（３）MSC 増殖に対する LAMP-1 および CD63

の関与の検討 MSC を播種し、LAMP-1 および 

CD63 の中和抗体および siRNA を添加し,

アメロゲニン添加／非添加で 24 時間培養

し、細胞増殖の変化を検討する。 

 

（４）ヒト MSC 増殖期におけるアメロゲニ

ンに関連した細胞内シグナリング経路の検

討 

アメロゲニンを添加した際の Erk1/2 の

活性の変化を ELISA 法および Western blot

法にて分析する。さらに、(3)と同様の手法

によりLAMP-1およびCD63をブロックし、

アメロゲニンを添加した際の Erk1/2 の活

性の変化についての検討も行なう。 

 

（５） ヒト MSC 骨分化能に対するアメロ

ゲニン添加の影響 

アメロゲニン存在／非存在下で培養を継

続し、骨分化マーカーの発現レベルを定量

PCR および Western blot 法を用いて解析す

る。また、アリザリンレッド染色法を用い

て石灰化度の検討を行うとともに、培養液

中 Ca レベルの経時的検討も行う。さらに、

ALP 活性についての評価を行う。 

また、BMP-6 の発現レベルの変化を BMP-6

の発現レベルの変化を定量 PCR および

Western blot 法を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
（１） ヒト培養MSCに対するアメロゲニン

の影響について検討 

アメロゲニンによるの増殖能への影響につ

いてELISA BrdU kitを用いて検討を行ったと

ころ、MSCの細胞増殖能が亢進することが明ら

かとなった。 

 

（２）MSC増殖に対するアメロゲニンレセプタ

ーLAMP-1およびCD63の関与の検討 

MSCの増殖期において、CD63の発現は認めら

れなかったが、LAMP-1の遺伝子発現が確認さ

れた。また、免疫染色の結果、ヒト培養MSC

において、細胞質にLAMP-1の局在が認められ

た。次に、LAMP-1中和抗体を添加したところ

、アメロゲニンによる細胞増殖能の亢進を抑

制したが、CD63中和抗体を添加した際には、

細胞増殖能に影響を及ぼさなかった。このこ

とより、アメロゲニンはMSCの増殖に対して

LAMP-1を介して作用している可能性が示唆さ

れた。 

 

（3）アメロゲニンに関連した細胞内シグナリ

ング経路の検討 

アメロゲニンを添加した際のErk1/2の活性

の変化について検討を行ったところ、アメロ

ゲニンの添加によりErk1/2の活性が有意に亢

進した。また、LAMP-1中和抗体を添加するこ

とで、アメロゲニンによるErk1/2活性の亢進

を抑制することが明らかとなった。 

以上のことより、アメロゲニンが LAMP-1 を

介して MSC の増殖を亢進しており、その細胞

内シグナリング経路の一つとして MAPK-Erk

経路の関与が明らかとなった。 

 

（４）ヒト MSC 骨分化能に対するアメロゲニ

ン添加の影響 

骨分化誘導を開始した骨髄由来ヒト MSCに

おいて、アメロゲニンは骨分化マーカーの遺

伝子発現を亢進することが明らかとなった。

また、骨分化後期において、アルカリフォス

ファターゼ活性の亢進およびアリザリンレ

ッド染色や Cａ量の増加することが明らかと

なった。以上のことよりアメロゲニンはヒト

MSC の骨分化能を促進することが明らかとな

った。特に骨分化後期においては、石灰化度

の亢進を行うことが明らかとなった。また、

アメロゲニンは骨分化の促進因子として注

目されている BMP-6の発現を促進することが

明らかとなったことより、アメロゲニンによ

る MSC 骨分化能の促進には BMP-6 が関与して

いる可能性が強く示唆された。 
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