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研究成果の概要（和文）：歯を支える歯周組織は、歯肉、歯槽骨、セメント質、歯根膜から構成されている。歯
根膜は、線維芽細胞、骨芽細胞、セメント芽細胞などの間葉系細胞と、歯原性上皮である外胚葉系由来細胞のマ
ラッセ上皮遺残細胞（epithelial rest of Malassez: ERM）が存在している。ERMは、歯原性上皮由来で歯根形
成後も終始存在し続ける希有な特徴を持ち、エナメル質形成に関与するエナメルマトリックスプロテインのアメ
ロジェニンやアメロブラスチンを発現している。 本研究では、マラッセ上皮遺残細胞の培養上清をマウス歯胚
に添加することによりエナメル質ハイドロキシアパタイトを誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The periodontal tissue supporting the teeth is composed of gingiva, alveolar
 bone, cementum, and periodontal ligament. The periodontal ligament contains mesenchymal cells such 
as fibroblasts, osteoblasts, and cementoblasts, as well as epithelial rest of Malassez (ERM) cells, 
which are derived from the odontogenic epithelium of the ectoderm, and are unique in that they 
remain present throughout root formation. ERMs are derived from the odontogenic epithelium and 
express the enamel matrix proteins amelogenin and ameloblastin, which are involved in enamel 
formation. In this study that the addition of culture supernatant of Malasse epithelial remnant 
cells to mouse tooth embryos induces enamel hydroxyapatite.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、エナメル質の形成に関わっているタンパク質は明らかになっているものの、生体内での形成のため
不明な点が多かった。今回我々の研究で、培養歯胚にエナメル質形成タンパクの一つであるアメロジェニンを添
加することにより、エナメル質ハイドロキシアパタイトの形成を誘導することを明らかにした。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 歯を支える歯周組織は、歯肉、歯槽骨、セメント質、歯根膜から構成されている。歯根膜は、
線維芽細胞、骨芽細胞、セメント芽細胞などの間葉系細胞と、歯原性上皮である外胚葉系由来細
胞のマラッセ上皮遺残細胞（epithelial rest of Malassez: ERM）が存在している。ERM は、歯
原性上皮由来で歯根形成後も終始存在し続ける希有な特徴を持ち、エナメル質形成に関与する
エナメルマトリックスプロテイン（EMP）の Amelojenin や Ameloblastin を発現している。エナ
メル質 HAP 再生を目的とする研究は，歯胚のエナメル質の形成を模倣し amelogenin が多く研究
されている． Amelogenin 欠損マウスのエナメル質の厚さは正常マウスの 10〜20%程度，無秩序
な結晶構造，低石灰化および歯の色調異常が認められ，エナメル質の HAP 形成において
Amelogenin が必要不可欠であることを示唆している． 
 Amelogenin 遺伝子は脊椎動物の種を越えて高度に保存されており，エナメル質形成に重要な
役割を果たしている．構造は N末端側に疎水性領域，C末端側に親水性領域をもち，最も研究が
進んでいるマウス amelogenin では，すべてのエクソンが翻訳されると 194 アミノ酸からなる．
しかし，前駆体 mRNA に由来する 16以上の選択的スプライシングバリアントが存在し，代表的な
選択的スプライシングフォームとして，エクソン 1，エクソン 4 が欠失した M180 と，エクソン
4とエクソン 6の大半が欠失した M59（leucine-rich amelogenin peptide：LRAP）が知られてい
る．エナメル質の厚さ，および結晶構造形成において Amelogenin KO マウスは野生型に比較し，
エナメル質の厚さが 10〜20%減少し結晶構造が不規則になる．Amelogenin KO マウスにトランス
ジェニック（Tg）-LRAP マウスを交配させても子孫のエナメル質に変化はないものの，Tg-M180
マウスと交配した子孫はエナメル質の厚さの増加および結晶構造が規則的になり，さらに Tg-
LRAP マウスを交配させることでエナメル質の厚さおよび結晶構造が野生型と類似することから，
M180 と LRAP が相互作用する可能性が報告されている．Amelogenin は MMP-20 および KLK4 によ
り分解されるが，分解物の代表的なものに 45 アミノ酸のチロシンリッチアメロゲニンペプチド
(tyrosine-rich amelogenin peptide：TRAP)がある(Wyganowska-Świątkowska et al., 2015)．
TRAP に点変異をもつマウスでは，エナメル質の形成不全が生じることが報告されており，TLAP
もエナメル質の形成に関与しているとみられるが，詳細は不明である． 
これまでに、大腸菌や酵母、ウイルス発現系など様々な方法で組み換え Amelogenin が生産され
ているが、リン酸化の関与などの不確実性があるため、安全性に問題がある。そこで、より信頼
性が高く、安全な Amlex を生産するシステムを構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、安全性に配慮が必要な Amelogenin の全長またはスプライスフォームの組換えでは
なく、Amelogenin を発現する ERM から ERM Conditional Medium（CM）を用いて歯胚の未熟エナ
メル質の結晶化を促進することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1)細胞培養 
 本研究で使用した ERM は、Islam らが過去に報告した細胞を使用した。 
ERM は、KGM に KGM-TM Bullet Kit を添加した Keratinocyte Cell Basal Medium（KBM）を用い
て培養した。 
2)ERM の特性解析 
 ERM から通法に従い RNA を採取し、cDNA を作製した。作成した cDNA は、Amelogenin、
Ameloblastin、KLK4、MMP-20 および GAPDH の特異的プライマーにより発現を確認した。なおコ
ントロールにはクローニング前の CRUDE ERM、サンプルには Amelogenin 高発現を認める ERM-2
を用いた。 
3)マウス歯胚の採取 
 マウス歯胚は、妊娠中の雌 C57BL/6J マウスを購入し、個々のケージで飼育し、生後 3日目の
マウスの下顎第一大臼歯から歯胚を使用した。 
4)ERM 培養上清の作製 
 ERM-2 細胞およびブタ歯肉上皮細胞（GE）を KGM で培養した。GEはネガティブコントロールと
して使用した。KBM による 4日間の細胞培養の後、上清を回収しフィルター濾過した後、この上
清を ERM CM と GE CM して使用した。 
5)歯胚の器官培養 
 歯胚の器官培養は、ERM CM と GE CM して使用し 1日、3日、7日、14 日間行った。上清は 2日
ごとに交換した。器官培養した歯胚は、ピペッティングによりエナメルと歯胚を分離し、走査型
電子顕微鏡（SEM）にて表層を観察した。 
6)si エナメルマトリックスプロテインの導入および si-ERM CM の作製 
siRNA は、si-Amelogenin、si-ameloblastin、si-KLK4、si-MMP-20 を si-SNIPER により作成し使
用した。トランスフェクション後、培地を KBM に交換し 48 時間培養したものを si-EMPs ERM2 CM
として使用した。 
7)si-EMPs CM を用いた器官培養歯胚の SEM 解析  
C57BL/6J マウス下顎第一大臼歯の歯胚を si-EMPs ERM2 CM を使用し 1日、3日、7日、14 日間行
った。上清は 2日ごとに交換した。器官培養した歯胚は、ピペッティングによりエナメルと歯胚



を分離し、走査型電子顕微鏡（SEM）にて表層を観察した。  
 
４．研究成果 
1)ERM の特性解析 
 CRUDE ERMと ERM-2の EMP発現量をqPCRで比較したところ、Amelogeninは 2倍、Ameloblastin
は 4倍、KLK4 と MMP-20 は 1.2 倍となり有意に高い発現量を示した。 
2) ERM-2 CM と GE CM による歯胚の器官培養 
 器官培養 1日目、ERM-2 CM を用いた歯胚は、GE CM に比べ、エナメル質表面に針状構造の集
合体からなる柱状構造の沈着が認められた。一方、GE CM では、エナメル質全体に柱状構造の沈
着は見られなかった。器官培養 3日目と 7日目に、ERM-2 CM で培養した歯胚は、柱状構造の伸
長が密になった。ERM-2 CM で培養 14日目には、柱状構造が密になり集合し、HAP 様の六角形の
柱状構造を形成した。一方、GE CM では明確な柱状構造は観察されなかった。 
3) si-ERM2 CM による歯胚の器官培養 
 Si-EMP を導入した ERM-2 と Si-Negative Control それぞれの CMで 1、3、7、14 日間培養し、
SEM で観察した。Si-negative コントロール ERM CM で 1 日目に培養した歯胚は、エナメル質表
層に柱状構造の沈着を認めた。Si-negative コントロール ERM-2 CM で 3 日目と 7日目に培養し
た歯胚は、柱状構造の伸長が密になった。Si-negative コントロール ERM-2 CM で 14 日間培養す
ることにより、柱状構造はより密になり HAP 様の六角形の柱状構造を形成して集合した。一方、
各 si-EMPs ERM-2 CM では、明確な柱状構造は観察されなかった。 
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