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研究成果の概要： 
歯のエナメル質が作られるときに重要な役割を持つとされるタンパク質（アメロジェニン）が、
他にもいくつか役割を持つことが判明してきた。本研究では、その新たな役割を調べるために、
ほ乳類細胞を使って人工的にアメロジェニンタンパク質を作り出すことに成功した。次にこの
作り出したタンパク質が、具体的にどのような役割を持つか異なる性質を持つ培養細胞を用い
て調べたところ、特に骨に近い性質を持つ細胞に影響を与え、細胞をより骨を作りやすい性格
に変化させることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 ２つの異なるアメロジェニンアイソフォ
ームは、歯周、骨、その他の間葉系細胞にお
いて、本来の細胞外基質としての役割ではな
く、むしろ細胞間のシグナル伝達物質として
の役割を担っていると考えられる。そのうち、
M180 と LRAP は主要なスプライスアイソフォ
ームであるが、それらの機能の違いについて
は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、異なる分化段階を持つ代

表的な間葉系細胞株に対するアメロジェニ
ン蛋白アイソフォーム、特に M180 と LRAP
の影響を解析することで、間葉系細胞分化に
与えるシグナル伝達物質としてのアメロジ
ェニンの機能を解明することである。本研究
では、本来基質タンパクとして分泌されるタ
ンパクのスプライスアイソフォームが、シグ
ナル伝達物質として多種の細胞に作用する
という生物学的に非常にユニークな現象を
証明するだけでなく、本研究の結果から、矯
正治療における病的歯根吸収のメカニズム、
あるいは歯周病治療に用いられているブタ



エナメル蛋白抽出物であるエムドゲインの
作用機序の一端が明らかになることが期待
され、 終的に、新規歯周病治療薬開発や歯
根吸収予防法など歯科臨床に貢献すると考
えられる基礎的情報を得ることが目的であ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスの歯より得られたRNAからM180と

LRAP の cDNA を RT-PCR 法により増幅し、ほ
乳類用発現ベクターにサブクローニング
して、タンパク発現ベクターを得る 

 
(2) リコンビナントアメロジェニンを培養細

胞からの回収し、精製する 
 
(3) これらのタンパクを用いて、異なる分化

段階を持つ多分化能を有する細胞株、 
C3H10T1/2、C2C12、3T3-L1、ATDC5、MC3T3E1
に対する、リコンビナントアメロジェニン
による分化への影響の解析を解析する。そ
れぞれの細胞の分化の違いを、培養開始 1、
7、14、28日後に、ALP活性や alizarin red、
alcian blue、oil red 染色によって確認する。
また、培養開始後一定時間経過した細胞か
ら、RNA とタンパク質を抽出し、骨や軟
骨、脂肪細胞への分化段階に応じて特異的
に発現するとされる指標遺伝子の発現レ
ベル（Ｉ型 collagen, II型 collagen, Runx2, 
Sox9, Msx2, PPARg, MyoD, myogenin）
や、特に骨組織の分化段階を反映する遺伝
子の発現レベル(ALP, BSP, OC, MMP-9, 
MMP-13)を Q-PCR あるいは Western 
blotting 法を用いて検索する。 

 
(4) アメロジェニン発現 C3H10T1/2、C2C12、

3T3-L1、ATDC5、MC3T3E1 細胞の作製する 
 
(5) アメロジェニン発現 C3H10T1/2、C2C12、

3T3-L1、ATDC5、MC3T3E1 細胞をコラーゲン
ゲル混合物としてヌードマウス背部皮下
へ移植し、1、4、8 週間後に摘出。in vivo
での細胞分化能の変化を組織学的に解析
する(HE 染色、alcian blue 染色、脂肪染
色) 。 

 
４．研究成果 
(1) まず、発現ベクターを作成後、異なる
分化段階を持つ各種間葉系細胞へのアメロ
ジェニン発現ベクターの遺伝子導入を試み
たが、思うような発現量のコントロールがで
きなかったため、現象に対する評価が困難で
あった。そこで、ほ乳類浮遊細胞を用いたタ
ンパク大量発現型系からの M180 と LRAP の回
収と精製のみに切り替え、細胞移植について
は後の機会に検討することとした。 
 様々な発現ベクターとほ乳類タンパク発

現 細 胞 の 組 み 合 わ せ た 結 果 、
pcDNA3.1Myc-his ベ ク タ ー を 用 い
Freestyle293 (Invitrogen) 細胞が も多量

メ ロ ジ ェ ニ ン 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て
WesternBlotting 法にて調べたところ、おそ
らく翻訳後修飾が異なる２つのサイズを持つ
M180 と LRAP が発現していることがわかった（図
1）。これらのタンパクを、Myc タグアフィニティー
ビーズを用いてそれぞれ回収することができた。 
 過去に報告されているリコンビナントアメロジェ
ニンを使った実験では、主に大腸菌を用いて作

のリコンビナントタンパクを発現させられ

ることがわかった。発現させたタンパクをア

 

々な分化段
を持つ間葉系細胞株培養系に添加し、遺伝

図 1 リコンビナントアメロジェニン 
（右レーン：LRAP, 左レーン：M180） 

成したアメロジェニンが用いられているが、これら
タンパクにおいては翻訳後修飾おこらず、タンパ
クの性質がほ乳類由来タンパクと異なる可能性
がある。本研究において、ほ乳類細胞からリコン
ビナントアメロジェニン産生に成功したということ
自体が非常に画期的なことであるし、現在まで
にほ乳類細胞を利用して作成・精製したアメロジ
ェニンスプライスアイソフォームを用いて実験を
行った例はないことから、今後これらのタンパク
を使用することで、関連した様々な実験に発展
させることができると考えている。 
 
（2） これらのタンパクを定量後、様
階



子発現の変化を解析するため RNA を抽出、リア
ルタイム PCRマシンを用いて評価を行った。結果
解析は継続中の部分もあるが、特に骨芽細胞の
分化マーカーに対してアメロジェニンが影響を
与えることがわかった。 
 
（3） また、細胞におけるタンパクの安定発現株

代わりに、骨において M180と LRAPを発現する

外研究協力者との共同研
も行い、本研究と関連した論文発表を行っ

リコンビナントアメロジェニン産生に成功したこ

．主な発表論文等 
研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

の
トランスジェニックマウスを入手し、マウスから分
離した骨髄間葉細胞の破骨細胞支持能を評価
した。その結果、特に破骨細胞形成支持能が変
化していることがわかり、それに関連して RANKL
の発現がアメロジェニン存在下では変化してい
ることが判明した。そのほか、骨形成マーカーに
関しても、特に LRAP が影響を与えていることが
示唆された(図 2)。 
 
（4）その他として海
究
た（５．主な発表論文等参照）。とくに、ア
メロジェニンとアメロブラスチンの存在し
ないダブルノックアウトマウスの表現型を
解析したところ、両者のシングルノックアウ
トマウスよりも歯のエナメル質の厚みは減
少していたが、依然としてエナメル質をとど
めており、エナメル質の形成初期には他のマ

トリクス（エナメリンなど）の関与が強く推
察された。また、アメロジェニン、アメロブ
ラスチン非存在下でのアメロブラストでは、
G タンパクに関連したシグナル伝達メカニズ
ムが影響を受けていることが示唆された。 
 
以上、本研究の成果としては、ほ乳類細胞由来
の
とがあげられ、また、アメロジェニンは間葉系細
胞に対して（特に骨系の細胞において）骨形成
を促進し破骨細胞形成を抑制する作用を持つこ
とも確認されたことがあげられる。今後は、これら
の M180と LRAPのエナメルマトリクスの作用が、ど
のように引き起こされているか、そのメカニズムを
探って行く必要がある。現在のところ、エナメル
マトリクスが、インターロイキンや NOの発現あるい
はシグナル経路に影響を与え、結果として骨代
謝を制御している可能性が考えられるため、そ
の点を継続して研究を行っていく予定である。 
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