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研究成果の概要（和文）：　アメロチンはエナメル質形成の成熟期においてエナメルが細胞から分泌されるが，歯牙萌
出後の歯肉付着上皮にも局在することから，歯周組織の恒常性にも関与るする可能性があると考えられた。そこで今回
，歯肉の炎症時におけアメロチン遺伝子発現の変化を調べた。
　歯周炎患者から採取した上皮を含む肉芽組織では，アメロチン遺伝子レベルが増加し，アメロチンタンパク質の局在
は正常歯周組織組と比較してやや広範囲に広がっていた。歯肉線維芽細胞に炎症性サイトカインを作用させると，アメ
ロチン遺伝子の発現レベルの増加と転写活性の増加を認めた。このことから，アメロチン遺伝子は炎症時に何らかの働
きがあることを示唆していた。

研究成果の概要（英文）： Amelotin (Amtn) is secreted by ameloblasts at maturation stage of enamel 
formation, the expression persists at junctional epithelium after tooth eruption. Therefore it thought 
that Amtn might be associated with the homeostasis of periodontal tissue. In this study, we investigated 
the change of Amtn expression in inflammation using human gingival tissue and human fibroblasts (HGFs) 
from patients with periodontitis or healthy.
 In the inflamed gingival tissue from patients with periodontitis, Amtn RNA expression levels were 
increased and Amtn localization was slightly spread compared with healthy gingiva. Moreover Amtn RNA 
levels and transcriptional activity of Amtn gene were increased by proinflammatory cytokines in HGFs. 
Thus they indicated that Amtn might play a role at junctional epithelium in inflammation.

研究分野：歯周病学

キーワード： アメロチン　歯周組織　歯肉付着上皮
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１．研究開始当初の背景 

エナメルタンパク質の主な働きとして，エ

ナメル質の形成および歯周組織発生と再生

への関与が考えられている。実際にエナメル

タンパク質はエムドゲイン®ゲルとして歯周

組織再生療法に臨床応用されているが，成分

の詳細や機能は依然として議論の的である。

近年，エナメルタンパク質の 1つとしてアメ

ロチン(AMTN)が同定された。AMTN は主に

エナメル質形成分泌期後期および成熟期の

エナメル芽細胞から分泌され，成熟過程のエ

ナメル質に隣接するエナメル芽細胞基底層

と歯肉付着上皮に局在している。AMTN遺伝

子過剰発現および欠失マウスを分析した結

果，AMTN遺伝子過剰発現マウスは，正常マ

ウスに比べ希薄で脆弱なエナメル質構造を

呈し，不規則な Tomes突起，エナメル小柱の

走行およびエナメル芽細胞基底層が観察さ

れ，付着上皮細胞が不規則に配列することが

分かった。AMTN遺伝子欠失マウスにおいて

は，エナメル質石灰化不全に類似した脆弱な

エナメル質および多量の残余したエナメル

基質を認め，免疫染色法の結果において，カ

リクレイン 4(KLK4)の局在が遅延することか

ら，エナメル質の成熟に不可欠である KLK4

の動態および分解されたエナメルタンパク

質のエナメル芽細胞への再取り込みに対し

て，AMTNが関与することが考えられた。 

以上のことから，AMTNはエナメル質の成

熟に深く関与することが考えられ，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，エナメル質との接着を含む恒常性の維

持に関係がある可能性がある。しかし，他の

エナメルタンパク質と歯周組織に関するい

くつかの報告はあるが，歯周組織とエナメル

質との接着を担う付着上皮における AMTN

の分子機構は明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

AMTNはエナメル質形成成熟期と歯肉付

着上皮に限定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。転写調節機構を解析することが，

エナメル質成熟期および付着上皮に限局し

て起こる，転写後のペプチド合成およびタ

ンパク質発現の解析に極めて重要であると

考えている。プロモーター領域の転写応答

配列を分析するにあたり，目的遺伝子

（AMTN）が内因性に発現している細胞内

(歯肉線維芽細胞)に，目的遺伝子のプロモー

ター領域を含むレポーター遺伝子を遺伝子

導入することが有効な手段として知られて

いる。私は今までに骨シアロタンパク質の

転写調節機構を調べ，さまざまな雑誌にそ

の実績が投稿されてきた経験を活かし，エ

ナメル質成熟期における転写調節を調べる

ため，マウスエナメル芽細胞（ALC細胞）

を用いて，既にAMTN遺伝子プロモーター

中の応答配列と転写因子の関与を調べてい

る。そして歯肉線維芽細胞を培養し，イン

ターロイキン1β（IL1β），インターロイキン

6（IL6），腫瘍壊死因子（TNFα）およびプロ

スタグランジンE2（PGE2）刺激後にAMTN 

mRNA量が増加することを確認している。 

そして我々は，MatInspector 分析ソフトを

用いた生物情報処理分析により，さまざまな

転写因子がこれらの保存配列に結合するこ

とを予想し，AMTN遺伝子プロモーター中の

応答配を同定し，どのような転写因子がそれ

を介しているのかを検索している。そして今

回，AMTN遺伝子発現がどのような転写調節

を受けているかを検索することで，炎症時や

歯周組織再生時における歯肉付着上皮の働

きやその恒常性の調節機構の解析に役立て

ることができると考えた。 

エナメルタンパク質の大まかな成分は既

知であるが，それらの転写調節機構の分析は

あまり行われていない。エナメルタンパク質

の約 90％を占めるアメロジェニンは，エナメ

ル質形成の初期にエナメル芽細胞から分泌

され，その遺伝子欠失マウスや遺伝子変位マ

ウスはエナメル質形成不全症を呈すること

が知られており，その転写調節機構の分析に

おいては，Dlx2，Msx2および C/EBPなどが

関与することが報告されている。しかしなが

ら，これらの報告は主にエナメル芽細胞分泌

期に焦点を当てたものであり，報告されてい

る転写因子の多くは，石灰化組織の分化発生



に大きく関わるものがほとんどであり，付着

上皮の動態を考察するものとは異なると思

われる。すなわち，これらの転写因子が同様

に AMTN 遺伝子プロモーターに結合するか

どうか，あるいは同様に結合して類似した転

写調節を担うのかは研究されていない。また

歯周組織の治癒過程において，AMELおよび

アメロブラスチン(AMBN)の発現が増加する

という報告もある。さらに，AMTN同様に付

着上皮にも発現する ODAM/APIN は，歯牙移

動時や歯肉切除後の治癒過程でマラッセの

上皮遺残での発現が増加することが報告さ

れている。しかし，ODAM/APIN遺伝子プロ

モーターにRunx2が結合すること報告されて

いるが，これも付着上皮での機能を考慮した

ものではない。また近年，歯周組織の結合組

織性付着による治癒過程において，一過性の

上皮性付着の必要性が報告されている。 

つまり，歯肉線維芽細胞を用いて，in vitro

の解析に重要である AMTN のプロモーター

領域に結合する転写因子およびその応答配

列を同定することが，歯肉付着上皮細胞の新

しい分子機構の解明に繋がると考えられ，こ

れらの技術および成果は，付着上皮の恒常性

や歯周組織の治癒や再生過程における

AMTN の機能の解析にも応用できると思わ

れる。 

 

３．研究の方法 

細胞培養—ヒト歯肉線維芽細胞(HGF)を，

5%牛胎児血清(FBS) および 1%ペニシリン

／ストレプトマイシンを含む D-MEM細胞培

地にてフラスコを用いて培養する。この培養

条件下において HGFから AMTNの発現は，

微量ではあるが，認められることは既に

Real-time PCRにて確認済みであった。 

 RNA 抽出—細胞がコンフルエントになっ

た後，IL1β，IL6，TNFαおよび PGE2にて刺

激 12 時間後，細胞を回収し，全 RNA を全

RNAを RNA抽出キット（ISOGEN®）にて抽

出した。 

  Real-time PCR—抽出した全 RNA を 

ExScript RT regent kitを用いて，cDNAを合成

する。cDNAを SYBR Green qPCR Kitを用い

て，Real-time PCRを行う。プライマーは分泌

期エナメルタンパク質のマーカーである

AMEL，AMBN，成熟期および付着上皮のマ

ーカーである AMTN と ODAM/APIN を使用

した。これらのエナメルタンパク質の mRNA

レベルを検索することで，ルシフェラーゼア

ッセイ，それに続く転写因子および応答配列

の同定するために行うゲルシフトアッセイ，

クロマチン免疫沈降法(ChIPアッセイ)に適し

た細胞培養条件を確立しようと試みた。 

 ルシフェラーゼアッセイ—マウス AMTN

遺伝子プロモーターの転写活性を検索する

目的で，ホタルの発光酵素であるルシフェラ

ーゼ遺伝子を組み込んだプラスミド(PGL3 

promoter (Promega))に，種々の長さに調節し

た AMTN のプロモーター領域を挿入したコ

ンストラクトを作成した。リポフェクタミン

2000 (Invitrogen life technologies) を用いて導

入する。 

培養後コンフルエントになった細胞に，

IL1β，IL6および TNFα刺激を 12時間行っ

た後，細胞は細胞溶解液 (125µl) にて溶解し，

上清を活性の測定に用いる。測定は，上清 

20µl とルシフェラーゼ基質  (ピッカジー

ン；東洋インキ) 100µlを混合し，ルミノメー

ター (Acuu FLEX Lumi 400 (ALOKA社))

にて行った。 

上記の方法から得られた結果から，転写因

子が結合すると考えられた塩基配列を特定

し て い く た め に ， Quick Change 

Site-derected Mutagenesis Kitを用いて，ミ

ューテイションを含むマウス AMTN 遺伝子

プロモーターコンストラクトを作成する。そ

してこれらを用いて，ルシフェラーゼ活性を

測定することで，転写因子応答配列を限定し，

その配列をゲルシフトアッセイで用いる合

成オリゴヌクレオチドの設計を考慮中であ

る。 

ChIPアッセイ—in vitroでの転写因子と応

答配列との結合を裏付けるため，炎症性サイ

トカイン刺激後の HGF を固定後に回収し， 

in vivo における転写因子と応答配列との結

合の検索を行う。ルシフェラーゼアッセイの

結果から，票的の転写因子応答配列を含むプ

ロモーター領域を認識するプライマーを設

計した。 



免疫染色法―歯周外科治療時に不良となっ

た上皮を含む肉芽組織を用いて，AMTNタン

パク質の局在の変化を調べるために，免疫染

色法を行った。非炎症組織(コントロール)と

して，歯冠長延長術を適応症とした患者から

歯肉組織を採取した。これらの採取した歯肉

組織は，4%PFA にて固定後，種々の濃度の

エタノールにて脱水し，パラフィン包埋を行

った。4mの厚さで切片を作製した。組織切

片上の AMTN タンパク質の検出には，

EnVision + System HRP Labelled Polymer 

Anti-Rabbit or mouse （DAKO）を使用し

た。 
 
４．研究成果 

 歯周炎患者から採取した上皮を含む肉

芽組織では，アメロチン遺伝子レベルが増加

し，アメロチンタンパク質の局在は正常歯周

組織組と比較してやや広範囲に広がってい

た。歯肉線維芽細胞に炎症性サイトカインを

作用させると，アメロチン遺伝子の発現レベ

ルの増加と転写活性の増加を認めた。このこ

とから，アメロチン遺伝子は炎症時に何らか

の働きがあることを示唆していた。 
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