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研究成果の概要（和文）：歯肉接合上皮（JE）は，歯周ポケット底部で体内外を閉鎖している部分であり，歯周
組織内へ侵入する歯周病原菌や菌の産生する起炎物質からの生体応答を担っている。歯肉接合上皮と歯面への接
着機構は，口腔内の炎症である慢性歯周炎のみならず，恒常的に近接する細胞間での調節が行われていると考え
られている。そこで今回，歯肉上皮細胞中の接合上皮特異的遺伝子群の発現が，歯根膜線維芽細胞およびセメン
ト芽細胞から萌出される液成因子からどのような調節を受けているかを検索するため，細胞間相互作用による歯
肉接合上皮特異的遺伝子の発現変化を解析し，歯肉接合上皮の恒常性の維持に関連する因子について分析および
考察した。

研究成果の概要（英文）：Junctional epithelium (JE) localizes the entrance of the body thorough 
periodontal pockets, play a role in closing the entrance and responding against infiltration of 
periodontal pathogens. The mechanism that maintains attachments between JE and tooth surface may be 
influenced by chronic periodontitis, but also constitutively controlled by intercellular 
interactions with adjacent cells in periodontal tissue, such as periodontal ligaments (HPL) and 
cementum (HCEM). In this study, to investigate the mechanism that is controlled by intercellular 
interaction with HPL and HCEM respectively, we examined the change of JE specific gene expressions 
in gingival epithelial cells by the intercellular interaction and analyzed the candidates the 
stimulatory and inhibitory factors for the JE specific gene expressions.  

研究分野： 歯周治療学

キーワード： 歯肉接合上皮　歯周組織　細胞間間接的相互作用　アメロチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯肉上皮細胞において歯肉接合上皮特異的遺伝子であるAmtn発現レベルは，セメント芽細胞（HCEM）および歯根
膜細胞（HPL）との共培養によって減少した。LC-MS分析およびKEGG分析の結果，Amtn遺伝子発現抑制作用として
ヒポキサンチン関連因子，促進作用としてヒスチジン関連因子が候補として検索された。HCEMおよびHPLとの共
培養により，ヒポキサンチンおよびヒスチジン関連のシグナリングが関与し，歯肉上皮細胞中のAmtn遺伝子発現
が調節される可能性が示唆された。これらの結果は，セメント質および歯根膜組織中の液性因子によって，歯肉
接合上皮特異的発現遺伝子の調節機構が存在する可能性を示していた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

アメロチン（AMTN）は，エナメル質形成の分泌期後期および成熟期エナメル芽細胞から分泌

されるエナメルタンパク質である。私は以前 AMTN 遺伝子過剰発現および欠失マウスを分析し，

AMTN がエナメル質の成熟に関与することを明らかにした。 

AMTN は成熟期エナメル芽細胞基底層のみならず，歯肉接合上皮に局在し，また in vitro にお

いて，AMTN が骨芽細胞様細胞の骨結節を誘導することから，歯周組織の発生および歯周硬組

織の石灰化，エナメル質との接着を含む恒常性の維持に関与する可能性がある。 

歯肉接合上皮は歯面とヘミデスモゾームで結合し，早い細胞のターンオーバーで恒常性を維

持していると考えられている。我々は以前，ヒト炎症時歯肉における Amtn 遺伝子発現の変化を

検索し，正常歯肉と比較して炎症性歯肉において Amtn 遺伝子発現が増加することを示した。ま

た炎症性サイトカインに作用させた歯肉線維芽細胞や歯肉上皮細胞においても，Amtn mRNA レ

ベルが増加することを確認した。また，代表的な歯周病原菌である Porphyromonas gingivalis（P 

g 菌）感染マウスにおける AMTN 遺伝子の発現変化を調べたところ，感染初期で AMTN タンパ

ク質は歯肉接合上皮で一過性に増加するが，接合上皮の破壊と伴にその局在は消失することを

明らかにした。 

炎症時に起こるアポトーシスを想定して，トランスフォーミング成長因子（TGF-β1）刺激下に

おける Amtn 遺伝子発現の変化とその転写調節機構を検索した。TGFβ1 に誘導される Smad3 が

アメロチン遺伝子プロモーター中の Smad 応答配列に結合し，Amtn 遺伝子発現が一過性に増加

することを示した。さらに Smad3 遺伝子ノックアウトマウスの接合上皮では，AMTN 発現がや

や弱いことを免疫染色法にて確認した。 

組織発生や腫瘍転位および炎症時に生じる上皮間葉移行時における Amtn 遺伝子の発現および

局在の変化も検索した。その結果，TGF-β1 誘導および SNAI2 過剰発現による歯肉上皮細胞にお

ける上皮間葉移行時において，TGF-β1 誘導 Amtn 遺伝子発現が SNAI2 の負のフィードバックに

より調節されることを示した。これらの結果は，AMTN が歯肉接合上皮の発生や生体防御反応

として調節されていることを示唆するものであるが，他の歯周組織との関連性については触れ

ていない。 
２．研究の目的 

歯肉接合上皮に発現するタンパク質の発現の変化は，慢性炎症や歯肉切除術後の治癒に焦点

をあてていくつか報告がある。ODAMは歯牙移動時や，歯肉切除後の治癒とともにその発現が

回復することが報告されている。対照的に，歯牙全周を歯肉切除した場合，完全な接合上皮の

再生は認めなかったとする報告もされている。歯肉接合上皮局在するタンパク質の1つである

FDC-SPは，LPS処理したラットの慢性歯周炎モデルにおいて，一時的に発現が消失するが，炎

症前後にその発現は回復することが報告されている。これらの見解は，残存した接合上皮が，

炎症や手術で欠如した組織を再生させることを示唆している。 

AMTN，ODAMおよびFDC-SPは歯肉接合上皮に限局して発現することを免疫染色法で示され

ている。しかし，この限局した発現を調節する分子メカニズムは明らかではない。歯肉接合上

皮に隣接する歯周組織は，歯根膜とセメント質である。これらの発生・構造的維持に関与する

歯根膜線維芽細胞およびセメント芽細胞と，歯肉上皮細胞の相互作用下における，接合上皮特

異的遺伝子群の発現変化を調べた報告はない。そこで今回，細胞間相互作用による歯肉接合上

皮特異的遺伝子の発現変化を検索するため，細胞培養装置（NICO1システム）を使用した。歯

肉上皮細胞中のこれらの遺伝子発現が，歯根膜線維芽細胞およびセメント芽細胞から萌出され

る液成因子からどのような調節を受けているかを解析し，歯肉接合上皮の恒常性の維持に関連

する因子について考察した。 
 
 
３．研究の方法 



細胞培養—ヒト歯肉上皮細胞（TIGKs-hTERT）の培養には，Keratinocyte Growth Kit（ATCC），
1% PC・ST 含有，Dermal Cell Basal Medium 培地（ATCC）を用いた。ヒトセメント芽細胞

（HCEM-hTERT）およびヒト歯根膜細胞（HPL-hTERT）には，1 %FCS，1% PC・ST 含有，

MEM-α 培地（GIBCO）を使用した。共培養システムには，NICO1 水平接続型共培養システ

ムを使用した。共培養 24 および 48 時間後に，TIGKs 細胞の形態を観察した。 
RNA 抽出—細胞が 70%コンフルエントになった後，TIGKs 細胞－HCEM および TIGKs 細

胞－HPL の組み合わせで NICO1 の well を水平的に接続し，接続 24 および 48 時間後に細胞

を回収して全 RNA を RNA 抽出キット（ISOGEN®）にて抽出した。NICO1 システムの well
サイズが小さいため，3 well の細胞を合わせたものを 1 サンプルとした。 

Real-time PCR—抽出した全 RNA を ExScript RT regent kit を用いて，cDNA を合成した。

cDNA を SYBR Green qPCR Kit を用いて，Real-time PCR を行った。プライマーには歯肉接

合上皮のマーカーである AMTN，ODAM，FDC-SP，ラミニン β3，サイトケラチン 19（CK19）

および細胞増殖マーカーである PCNA を用いた。 
 蛍光免疫染色法—共培養後の TIGKs 細胞中の AMTN タンパク質発現レベルの変化は蛍光

免疫染色法にて比較した。Falcon®CultureSlides and Corning® BioCoat™を使用した。培養細胞

は 4%PFA で固定，0.5% Triton®X-100 で透過処理した。1%BSA で 20 分ブロッキングした。

1 次抗体および 2 次抗体は室温で 1 時間それぞれ作用させた。2 次抗体は室温で 40 分間反

応させた。LSM 5 EXCITER（Carl Zwiss）でイメージングした。 

液体クロマトグラフィー質量分析（LC-MS）—共培養により Amtn 遺伝子発現を調節する

液性因子を検索する目的で，共培養時の細胞培養液中の代謝産物を用いて LC-MS を行った。

統計解析には MetaboAnalyst と KEGG データベースを使用した。 

TIGKs 細胞における Amtn mRNA 量および AMTN タンパク質レベルは，HCEM および

HPL と共培養によって減少した。LC-MS 分析の結果，HCEM との共培養で 43 種，HPL と

の共培養で 33 種の代謝産物（分子式基準）に，有意な 2 倍以上の増加を認め，HCEM との

共培養で 20 種，HPL との共培養で 27 種の代謝産物（分子式基準）に 2 倍以上の減少を認

めた。KEGG 分析の結果，Amtn 遺伝子抑制作用としてヒポキサンチン関連，促進作用とし

てヒスチジン関連因子が候補として検索された。 
４．研究成果 

セメント芽細胞および歯根膜細胞との共培養により，ヒポキサンチンおよびヒスチジン関連

のシグナリングが関与し，歯肉上皮細胞中の Amtn 遺伝子の発現を調節している可能性が示唆さ

れた。これらの結果は，セメント質および歯根膜組織中の液性因子によって，歯肉接合上皮特異

的発現遺伝子の調節機構が存在する可能性を示した。しかし，これらの代謝産物が直接的に細胞

間間接的相互作用に関わるかは不明なままであるため，相互作用に関わる因子の同定が今後の

課題である。 
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