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研究成果の概要（和文）：マウスアメロティンをマウス骨芽細胞株で強制発現させ骨芽細胞への

分化誘導を起こしたところ、石灰化結節の形成が促進され、一方で分化関連遺伝子の発現には

大きな変化をもたらさないことが確認された。マウスアメロティン抗体を作成し、アメロティ

ンとの石灰化結節の結合の検討を免疫電顕で行った結果、アメロティンがカルシウムおよびリ

ンへの結合を示す傾向が得られた。これらの結果はアメロティンが骨形成に促進的に関与する

ことを示しており、歯周組織再生への応用の可能性を示唆した。 
研究成果の概要（英文）：Mouse amelotin gene was over-expressed in mouse osteoblatsic cell 
line and osteoblastic differentiation was induced. We observed enhanced mineralized 
nodule formation, whereas osteoblastic differentiation marker gene expressions were not 
changed. In immuno-electron microscopic observation, we also found the tendency of 
amelotin to bind to calcium and phosphate when the cells were stimulated to form 
mineralized nodule. These data suggested the capacity of amelotin to enhance bone 
formation and possibility of its application for periodontal regeneration. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯周病はグラム陰性菌を原因とする慢性

炎症性疾患であり、進行した歯周病では高度

の骨吸収により歯を喪失する。進行した歯周

炎では歯槽骨、歯根膜、セメント質からなる

歯の付着器官が失われ、これらの組織の再生
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が真の歯周治療の目的と考えられる。これま

で、失われた歯周組織を再生する多くの試み

が試されてきた。そのうち、現在、歯周組織

再生を達成する方法として Guided Tissue 

Regeneration(GTR)法、およびエナメルマト

リクスデリバティブの使用が臨床的に行わ

れ、組織学的にも臨床的にも部分的な歯周組

織の再生が達成されることが示されている。

GTR 法では欠損部への上皮の深部増殖を抑制

し欠損内の幹細胞を安定化させることによ

り歯周組織を再生させると考えられ、一方、

エナメルマトリクスディバティブはエナメ

ル形成期にエナメル芽細胞から分泌される

蛋白が幹細胞のセメント芽細胞分化を促進

することより 歯周組織の再生を誘導すると

考えられている。 

 エナメルマトリクス蛋白はエナメル質を

形成するエナメル芽細胞から分泌される蛋

白であり、エナメル質の形成に重要な役割を

果たすことが知られている。我々は、マウス

成熟期エナメル形成に特異的に発現する蛋

白として、10 日齢マウス切歯のエナメル芽細

胞より新規エナメルマトリクス蛋白を同定

し、アメロティンと名付けた。アメロティン

はマウスのエナメル質形成成熟期にエナメ

ル芽細胞に特異的に発現し、細胞外へ分泌さ

れる蛋白であることが明らかとなった。生体

で最も高度に石灰化した組織であるエナメ

ル質の成熟期に発現することより、石灰化に

何からの役割を果たすものと考えられるが、

アメロティンの機能については全くわかっ

ていない 

 歯周組織再生治療にエナメルマトリクス

蛋白が応用され臨床的な再生が見られるこ

と、新規エナメル蛋白のアメロティンが石灰

化に関与している可能性が示唆されること

より、アメロティンが歯周組織再生能を有す

る可能性があるかもしれないという仮説を

立てた。 

 

２．研究の目的 

 歯周組織由来の細胞を用いてアメロティ

ンの石灰化における作用を検討し、さらにそ

のメカニズムを検索し、歯周組織再生への有

用性を検討すること。 

 
３．研究の方法 

 まず、アメロティンの歯周組織細胞への

影響を検討するため、アメロティン・リコ

ンビナントタンパクおよび抗体を作製し、

そのタンパクを骨芽細胞、歯根膜細胞や上

皮細胞に作用させアメロティンの作用を検

討した。また、アメロティン発現ベクター

を作成し、遺伝子導入によりアメロティン

を培養細胞に強制発現させ、石灰化や細胞

増殖機能への影響を検討した。走査型電子

顕微鏡および免疫電顕を用いて、マウス骨

芽細胞株 MC3T3-E1 の石灰化物におけるア

メロティンの局在を検討した。さらにここ

で作製したタンパクをラットでの実験的歯

周組織欠損にも用いて再生療法としての有

用性の検討を行った。 

 
４．研究成果 

 アメロティン抗体・発現ベクター・リコン

ビナント蛋白の作成を行った。 

 まず、作成した発現ベクターを用いて、ア

メロティンをマウス骨芽細胞株 MC3T3－E1に

遺伝子導入し、強制的に発現させた後、細胞

にアスコルビン酸・デキサメタゾン・beta グ

リセロ燐酸を用いて石灰化誘導を行った。分

化誘導後 2週間で石灰化結節の形成が観察さ

れ、石灰化結節の形成がアメロティン遺伝子

強制発現群においてコントロール群と比較

して促進する結果が得られた。（図１） 



 

 

（図１） 

また、石灰化結節におけるアメロティンの局

在を走査型電子顕微鏡を用いて免疫電顕を

行い検討したところ、石灰化沈着物へのアメ

ロティンの沈着像が観察された。（図２、図

3）

 

（図 2、MC3T3 による石灰化物 SEM 像） 

 

（図 3：MC3T3 による石灰化物におけるアメ

ロティンの局在） 

 

さらにエネルギー分散型 X 線分析装置(EDS)

を用いてアメロティンの結合部位の検討を

したところ、アメロティンがカルシウムおよ

びリンへの結合を示す傾向が得られた。 

（図 4） 

 

 

（図４：アメロティンと石灰化物の結合） 

これらの結果はアメロティンが骨芽細胞の

石灰化において促進的に影響を及ぼすこと

を示している。 

 現在、リコンビナントアメロティン蛋白を

用いて、実験的な歯周炎モデルへの応用によ

る歯周組織再生能の検討を実行中である。 

 本研究により得られた結果は、新規エナメ

ル蛋白であるアメロティンが骨形成に促進

的に関与することを示しており、歯周組織再

生への応用の可能性を示唆するものと考え

られる。 
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