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研究成果の概要（和文）：　歯周組織再生治療薬、エムドゲインは広く臨床応用されており、その90％以上はア
メロジェニンにより構成されている。しかし、歯周組織再生における詳細なメカニズムは不明な点が多い。申請
者は以前、アメロジェニン会合分子をプロテオーム解析でスクリーニングした結果、新規アメロジェニン会合分
子Grp78を同定した。
　そこで、本研究では歯周組織に重要な歯根膜幹細胞を用いて、アメロジェニンとGrp78の効果生物学的相互作
用について検討した。その結果、両者の会合がRac1の活性化と糸状仮足形成促進を介して歯根膜幹細胞の遊走能
を促進することで、歯周組織再生を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Amelogenin, the major component of enamel matrix derivative (Straumann&reg; 
Emdogain), is well recognized in periodontology. It is used in periodontal surgery to regenerate 
cementum, periodontal ligament, and alveolar bone. However, the precise molecular mechanisms 
underlying periodontal regeneration are still unclear.In order to gain further insight into how 
amelogenin induces periodontal tissue regeneration, we conducted a protein interaction screen using 
recombinant full-length amelogenin (rM180) as bait. Using this proteomic screen we identified 
glucose-regulated protein 78 (Grp78) as an amelogenin-binding protein.our study demonstrates that 
the biological interaction of Grp78 with amelogenin enhances amelogenin-induced cell migration in 
PDLSCs. Our findings provide a better understanding of the molecular basis of amelogenin-induced 
periodontal regeneration.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病は成人の主たる歯の喪失原因であ
る。歯周病治療の第一の目的は歯周病の進行
の阻止にあるが、健康な歯周組織の再生は究
極の目標である。そのため、数多くの歯周組
織再生療法が開発されてきたが、最も効果を
あげている治療の一つとして、細胞外基質
（extracellular matrix; ECM）の臨床応用
があげられる。最近の再生医療研究において
も、コラーゲンやビトロネクチンといった
ECM を介したシグナル伝達が細胞運動と幹細
胞分化において重要な役割を果たしている
ことが報告されている。とりわけ ECM の中で
は、歯の発生環境を模倣する概念に基づいて
開発されたエナメル基質抽出物（enamel 
matrix derivative; EMD ）（ Straumann 
Emdogain®）は、現在広く歯周外科手術に臨床
応用されている。EMD は細胞レベルで骨芽細
胞への分化誘導・石灰化能の促進（や歯根膜
細胞の分化を誘導するなど数多くの作用が
報告されているが、動物実験においても人工
多能性幹細胞（iPS）移植と EMD の組み合わ
せが有意に歯周組織の再生を促進したとの
報告もある。 
 EMD の主要成分（> 90%）であるアメロジ
ェニンは、ECM 蛋白の 1 種である。アメロジ
ェニンは歯の成長過程においてエナメル芽
細胞により分泌され、歯根象牙質表層に沈着
する。その結果、アメロジェニンがセメント
質および歯根膜の形成を誘導し、歯槽骨の石
灰化を促進する。そのためアメロジェニンは、
歯周組織再生を誘導する生物活性分子の一
つであると位置づけられている。EMD の歯周
組織再生効果について、エナメル基質蛋白の
他の成分が組織再生に関与している可能性
がある一方で、最近の研究では組み換えアメ
ロジェニン単独でも歯周組織の再生を誘導
することが報告された。こうしたアメロジェ
ニンの生理活性機序の解明を目的として、
我々は、完全長の組換えアメロジェニンと骨
芽細胞様骨肉腫細胞（SaOS-2）を用いてアメ
ロジェニン結合タンパクのスクリーニング
を行った。その結果、新規アメロジェニン会
合分子として、Glucose regulated protein 78
（Grp78）を同定し、その会合が骨芽細胞の
細胞増殖を促進することを明らかにした。
(Fukuda et al., PLos One, 2013) 
 
２．研究の目的 
 歯周組織の再生には歯根膜中に存在する
歯根膜幹細胞 /前駆細胞（ periodontal 
ligament stem/progenitor cells; PDLSCs）
が重要な役割を果たすことが知られている。
また、新規アメロジェニン会合分子Grp78は、
Grp78 は熱ショックタンパク質 70（HSP70）
ファミリーに属しており、小胞体分子シャペ
ロンや小胞体ストレスのシグナル伝達経路
の調節因子として知られている。Grp78 は主
に小胞体に存在しているが、小胞体ストレス
刺激により細胞膜上へと誘導され、受容体と

してシグナル伝達に関与するといわれてい
る。さらに、Grp78 の細胞表面への局在が腫
瘍細胞の浸潤と遊走に関連することも明ら
かになってきた。 
 本研究では、アメロジェニンと Grp78 間の
生物学的相互作用が PDLSCs の細胞応答に及
ぼす影響について解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 PDLSCs を証明する決定的なマーカーは未
だ不明であるため、細胞は多能性ヒト歯根膜
幹細胞株 cell line 1-17（九州大学大学院
口腔機能修復学講座歯科保存学分野、前田英
史教授のご厚意による提供）を使用した。 
(1) 歯根膜細胞におけるGrp78の発現分布の
検討：ヒト歯根膜細胞株 (cell line 1-17)
を、免疫蛍光染色時に細胞膜透過処理
(digitonin:50mg/mL)の有無に分け、細胞質
内と細胞膜上のGrp78の発現を共焦点蛍光顕
微鏡で観察した。 
(2) アメロジェニンのGrp78依存性細胞内取
り込みの確認：共焦点蛍光顕微鏡において、
amelogenin 刺激の前後での、細胞膜上におけ
るアメロジェニンとGrp78の共局在を、Grp78
ノックダウン条件と比較検討した。 
(3) 歯根膜細胞におけるアメロジェニン刺
激および Grp78 が関与する pathway の解析：
cell line 1-17 を Grp78 のノックダウンの有
無に分け、amelogenin (10g/mL)で 4 時間
刺激後、マイクロアレイ (illumina 社
HumanHT-12 v4chip)にて発現変動遺伝子群の
解析を行った(DAVID software)。 
(4) アメロジェニンとGrp78が細胞遊走に及
ぼす影響の検討：Grp78 を強発現、または
sGrp78 をノックダウンし、amelogenin 刺激
時の細胞遊走(wound healing assay）、細胞
増殖(WST-8 assay)について確認した。 
(5)アメロジェニンと Grp78 による細胞遊走
活性化経路の確認：アメロジェニン刺激と
Grp78 強発現による細胞骨格の変化（共焦点
蛍光顕微鏡）および細胞遊走に重要な Rho シ
グナルの活性化（Rho-GTP pulldown assay)
を確認した。更に Rac1 特異的阻害剤 NSC2376 
(100 μM)を用いてその葉状仮足形成におよ
ぼす影響を観察した（共焦点蛍光顕微鏡）。 
 
４．研究成果 
(1) 歯根膜細胞における Grp78 の発現分布 
まず、PDLSC 1-17 細胞における Grp78 の細

胞膜上での発現を確認した。 



(2) アメロジェニンのGrp78依存性細胞内取
り込みの確認 
 次に、1-17 細胞のけるアメロジェニンと細
胞膜上の Grp78 の局在を確認したところ、両
者の共局在を確認した。 

 
さらに Grp78 をノックダウンして 1-17 細胞
における発現を抑制したところ、アメロジェ
ニンの細胞内取り込みが阻害された。 

このことから、細胞膜上の Grp78 はアメロジ
ェニン取り込みの特異的レセプターとして
機能することが示された。 
(3) 歯根膜細胞におけるアメロジェニン刺
激および Grp78 が関与する pathway の解析 
 アメロジェニンとGrp78の生物学的相互作
用を検討するため、マイクロアレイによる網
羅的遺伝子プロファイリングの変動を検証
した。その結果、アメロジェニン刺激により
細胞遊走関連遺伝子群の発現が促進される
ことを確認した。さらに Grp78 ノックダウン
することで、これらの遺伝子発現が抑制され
たため、両者の会合が歯根膜幹細胞の遊走能
に影響することが示唆された。 
(4) アメロジェニンとGrp78が細胞遊走に及
ぼす影響の検討 
 実際に 1-17 細胞の細胞遊走能について検

証した結果、アメロジェニン刺激により細胞
遊走は促進されたが、Grp78 を強発現させる
ことでさらに細胞遊走は亢進した。 

 逆に Grp78 をノックダウンすると 1-17 細
胞の遊走が阻害されたことから、アメロジェ
ニンは Grp78 との会合により、歯根膜幹細胞
の細胞遊走を促進することが示された。 
(5)アメロジェニンと Grp78 による細胞遊走
活性化経路の確認 
 一般的に、細胞遊走には細胞骨格の再構成
と細胞形態の変化が必要であることが知ら
れている。特に移動方向に対しては、葉状仮
足や糸状仮足に代表される細胞周囲への突
起の形成が重要になる。アメロジェニンと
Grp78 が、細胞遊走に伴うアクチン構造や細
胞形態の変化に影響を及ぼすかどうかを検
討した結果、アメロジェニン刺激を加えた
Grp78 強発現 1-17 細胞において、葉状仮足を
呈する細胞数の著明な増加が認められた。一
方、糸状仮足の形成には変化が認められなか
った。そこで、各条件下での葉状仮足を呈す
る細胞の割合を測定したところ、1-17 細胞に
おいてGrp78の強発現は葉状仮足の形成を促
進したが、rM180 刺激を加えることにより、
さらに葉状仮足の陽性率が有意に増加した。 

Rho ファミリーG タンパク質が細胞極性と
細胞骨格の動態を制御することは広く知ら
れている。中でも Rho ファミリーG タンパク
質の Rac1/Cdc42 は糸状仮足と葉状仮足の形
成において重要な分子である。先の実験結果
において、細胞遊走と葉状仮足形成が増加し
たことから、アメロジェニンと Grp78 の相互



作用が Rac1/Cdc42 の活性化に関わっている
可能性が生じた。そこで、Rac1/Cdc42 の活性
を検討するため、Rac1/Cdc42 が特異的に結合
する PAK1 ビーズを使用したプルダウンアッ
セイを行った。その結果、アメロジェニン刺
激および Grp78 強発現群では総 Rac1 レベル
の変動なしに、活性型 Rac1 の発現量が亢進
した。特に Grp78 強発現細胞にアメロジェニ
ン刺激を加えた実験群で、最も活性型 Rac1
が高発現した。一方、活性型 Cdc42 はどの条
件下でも有意な差は認められなかった 

 更に Rac1特異的阻害剤 NSC2376 (100 μM)
を用いてその葉状仮足形成におよぼす影響
を観察したところ、アメロジェニンと Grp78
による葉状仮足形成の促進効果が、完全に阻
害された。 

これらの結果から、アメロジェニンと
Grp78 の相互作用によって誘導される葉状仮
足の形成や細胞遊走の促進には、Rac1 の活性
が必須であることが示された。 
 
 結論として、Grp78 とアメロジェニンの生
物学的相互作用が PDLSCs 細胞株である 1-17
細胞いおけるアメロジェニン誘導性細胞遊
走・細胞接着を促進させることを示し、さら

に Rac1 の活性化と葉状仮足の形成がアメロ
ジェニン誘導性細胞遊走の重要なステップ
であることを示した。今回得られた知見は、
アメロジェニンによって誘導される歯周組
織再生の機能の一端を解明する重要な分子
基盤の一つと考えられる。 
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