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1.緒言

近年、歯周組織再生治療におけるブタ幼君歯腫由来エナメルタン

バク　粗抽　出　物　で　あ　る　EMDOGAIN⑧ (EMD　生　化　学　工　業　株　式　会

社　Tokyo,Japan)の臨床的有用性が数多く報告され　卜4)、 EMDの歯周

組織再生メカニズムに~関する詳細な研究によ　り、　その効果は

cementogenesis　に留まらず　osteogenesis　の促進にも関与している

こ　とが明らかとなってきている　5,6)。すなわち、 EMD　は、 bone

morphogenetic protein (BMP)や　transforming growth factor-β

(TGF-β)の活性と良く似た作用を有し7)、 in vitroにおいて、骨芽

細胞の増殖や分化を促進させる　8)。しかし、 EMD　には、アメロゲニ

ンを初め、アメロブラスチンやェナメリン、タフテリンなどの多く

のエナメルタンパクに加え、エナメルタンパク分解酵素であるカリ

クレイン4やェナメライシン(MMP-20)も含まれており　9-16)、どの成

分にEMDの有する歯周組織再生効果があるのか未だ不明な点が多い。

我々の研究室では、歯周組織再生におけるアメロブラスチンの有

用性に着目し、その合成ペプチドが歯周靭帯細胞に与える影響につ

いて検討した結果、アメロブラスチンN末端部の構造が歯周靭帯細

胞の増殖や石灰化誘導に促進的に働いている可能性を示してきた。

エナメルタンパクのひとつであるアメロブラスチンは、歯の発生段
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階に空間・時間特異的に発現する遺伝子としてクローニングされ

1ト19)、歯牙形成期において上皮一間菓相互誘導の　signal molecule

と　して関わる可能性が示唆されている。また、アメロブラスチンの

遺伝子座は硬組織に深い　関係　を　も　つ　タ　ンパク　群( dentin

sialophosphoprotein, dentin matrix proteinl, bone sialoprotein,

matrix extracellular phosphoglycoprotein, osteopontin　など)

の遺伝子　とともに4番染色体長腕に位置しており　20)、最近の報告

では、ラット発生段階における骨組織でのアメ　ロブラスチン発現が

mRNA.タンパク質レベルで確認されている　21) 。さらに、骨芽細胞

様細胞を特定の条件で培養することでアメロブラスチンの発現が

上昇すること　22)からも、アメロブラスチンの骨形成との関係が示唆

されている。

そこで、本研究では、まずアメロブラスチンの骨組織における役

割について検討し、さらに骨再生療法-の応用の可能性について検

討した。
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Ⅱ.材料および方法

本研究における実験については、 「遺伝子組換え生物等の使用等の

規則による生物の多様性の確保に関する法律」、 「ヒトゲノム・遺伝

子解析研究に関する倫理指針」、 「広島大学自然科学研究支援開発セ

ンタ-生命科学研究支援分野・ライフサイエンス教育研究支援部・

動物実験施設における動物実験の倫理指針」などの関連法規・指針

に従い、広島大学当該倫理審査委員会等において承認されている。

実験I :骨組織および骨芽細胞におけるアメロブラスチンの発現に

関する検討

1.マウス骨芽細胞の分離と培養

初代培養骨芽細胞の採取は、出生直後のマウス(C57BL/6J,日本チ

ヤールズリバー株式会社　Kanagawa,Japan)を安楽死後、頭蓋骨を

取り出し、 35mm径　dish (Beckton, Dickinson and company, New

Jersey, USA)に静置し、 FUNGIZONE(250〝g/mL, AMPHOTERIC工N B,

Invitrogen Corporation,　New York,　USA)お　よ　び　抗　生　剤

(Penicillin-Streptomycin, 100U/mL(Invitrogen)を加えた101

fetal bovine serum (FBS(invitrogen))含有　Minimum Essential
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[edium Alpha mediunuα-MEM)(Invitrogen)にて　0.5%C0,、 37℃環

境下で培養し、細胞のコロニーが確認できた時点で　dishに接着し

た細胞のみを残し、浮遊細胞および頭蓋骨組織片を除去した。そ

の後、 Penicillin-streptomycin, lOOU/mLを添加した10%　FBS含

有α-MEMにて培養した`。

2.マウス骨組織および骨芽細胞からの　mRNAの抽出

骨組織においては、マウス椎骨組織を剖出し、液体窒素(株式会社

中村酸素　Hiroshima, Japan)内にて粉砕L mRNA抽出に用いた。

また、初代培養骨芽細胞においては、実験I-1で示した方法によ

り培養した細胞を用い、以降の　mRNA抽出に用いた。

mRNA抽出には、RNeasyMini kit (Qiagen,Valencia,Ca.,Hilden

Germany)を　用　い、　total RNA　を　抽　出　し、　吸　光　光　度　計

(NANODROPIOOO,Thermo Fisher Scientific K.K., Kanagawa,Japan)

によ　り　RNA濃度を測定した。

3.マウス骨組織におけるアメロブラスチンの発現(RT-PCR法)

実験I-2で抽出したmRNAl〃gの　total RNAから　ReverTra Ace-

α-TMCTOYOBO CO., LTD.,Osaka,Japan)を用い、 cDNA　合成を行っ

た。

9



PCRは、 rTaq-DNA polymerase (Qiagen)を使用し、 DNAサーマル

サイク　ラ　- (MyCyclerTM,Bio-Rad Laboratories, California,

USA)を用いてDNAを増幅した。pcR条件は、変性反応(94℃、30秒)、

アニーリ　ング反応(30秒)、伸長反応(72℃)を1サイクルと　して　30

サイクル増幅した。 72℃、 10分で　DNA鎖を完全に伸長させた後、

反応液を1.5%Agarose-Me gel (ナカライテスク株式会社　Kyoto,

Japan)で電気泳動し、 ethidium bromide solution (片山化学工業

株式会社　Osaka, Japan)にて可視化した。用いた　primerは、表

1に示す。

4・ヒト骨肉腫症例におけるアメロブラスチンタンパクの発現(負

疫組織化学染色酵素抗体法)

ヒト骨組織におけるアメロブラスチンの発現を検討するため、

ヒト骨肉腫症例のパラフィン包埋切片を用いて免疫組織化学染色

によりアメロブラスチンの発現を検討した。

免疫組織化学染色には、 DAKO-ENVISION system (DAKO : DAKO

Denmark A/S., Produktionsvej, Denmark)を用いた。 0.31過酸化

水索水(SIGMA　シグマアルドリ　ッチジャパン株式会社　Tokyo,

Japan)添加メタノール(純正化学株式会社　Tokyo, Japan)にて内

因性パーオキシダーゼ処理を　30　分間行った後、 Protein Block
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(DAKO)を用いて4℃で30分間ブロッキング処理を行った。その後、

抗アメロブラスチンポリクローナル抗体(W59　広島大学探索医科

学講座口腔細胞生物学研究室内田　隆教授より供与)を用いて4℃、

24時間インキュベ-下した。抗アメロブラスチン抗体は、原液を

100分の1に希釈して一用いた。 pBSで洗浄後、 HRP標識ポリマー結

合二次抗体(DAKO)を30分間作用させた。発色には、過酸化水素含

有　　　Tris-HCl　　　に　　　0.025'　　　-　　-diaminobenzidine

tetrahydrochlorideを添加したもの(DAKO)を用い、その後-マト

キシリン(サクラファインテックジャパン　Tokyo, Japan)で核染

し、光学顕微鏡にて観察した。また、陽性コントロールとして、

形成期歯腔を含む生後　3　日齢マウスの顎骨の脱灰・パラフィン標

本についても同様の染色を行った。

5.ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞におけるアメロブラスチンタン

バクの発現(免疫組織化学蛍光抗体法)

ヒト　骨　肉腫　由　来骨芽細胞様細胞(NOS-l:RIKEN Bioresorce

Center Cell Bank, Ibaraki, Japan)をタンパク分泌阻害薬である

monensin sodium salt(SIGMA)を　5〃M濃度で添加した培地にて　4

時間培養し、アメロブラスチンタンパクの発現を蛍光抗体法によ

り検討した。
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蛍光抗体法には、カバーガラス(MATSUNAMI GLASS IND.,LTD.

Tokyo, Japan)上で培養した　NOS-1細胞を用いた。細胞の付着した

カバーガラスを　PBSでよく洗い、4%ホルムアルデヒド溶液(和光純

薬工業株式会社　　Osaka, Japan)で15　分間　固定　した後、

0.1%TritonX-100(Roche:　F.Hoffman-La Roche,Ltd.,　Basel

Switzerland)を含む　PBS　にて膜透過性克進処理を行っ　た。

3%BSA(SIGMA)含有pBSにてブロッキングを10分間行い、アメロブ

ラスチンポリク　ローナル抗体(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY,INC.

California, USA)を用い、室温にて　30分間インキュベ-下　した。

PBSで洗浄後、蛍光標識　Alexa Fluor-488　ポリクローナル　2次抗

体(Invitrogen)を　30分間作用させ、洗浄の後、蛍光顕微鏡(Axlo

Observer.Zl.Carl Zeiss Microlmaging Co.,Ltd., Jana, Germany)

にて観察した。

実験　Ⅱ :骨芽細胞分化に対するアメロブラスチンの影響に関する

検討

1. siRNA　によるアメロブラスチン発現抑制の骨芽細胞に対する影

響

a. siRNAによるアメロブラスチンの発現抑制
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NOS-1細胞におけるアメロブラスチンの発現を抑制するため、

siRNA　用にデザインされたアメ　ロブラスチン特異的な配列のオリ

ゴ　ヌ　ク　レ　オ　チ　ド　(GGCCAAGAGAACAUGAAACTT　お　よ　び

UGACCACAUCCGUGGAUUU　:　siRNA-Ambn　)　を　　Oligofectamine

(工nvitrogen)を用いて導入した。

siRNA-Ambn導入　24時間後に石灰化誘導培地(50〃g/ml ascorbic

acid(SIGMA)と3mM sodium　β一glycerophosphate(SIGMA)を添加し

たα-MEM培地)に培地を交換し、培地交換後4日目の細胞を回収し、

real time RT-PCR法にてアメロブラスチンの発現抑制を確認した。

b・石灰化関連因子mRNAの発現(real time RT-PCR法)

実験Ⅱ・1-aと同様に培養、回収したRNAより合成した　cDNAを用

い、表1に示す石灰化関連因子に特異的なプライマーを作成し、

lx3000P Rea上Time QPR System　(Agilent Technologies

Company,Inc.,California, USA)を用いて定量　PCR　を行った。反

応産物は、 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

を　指　標　と　し、 IxProTM Software version　4.00 (Agilent

Technologies)を用いて定量化した。

C.石灰化物形成能の測定

6well培養プレート(Beckton, Dickinson and company)に実験
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Ⅱ・1-aと同様に培養したNOS-1細胞をPBSで洗浄後、10%中性緩衝

ホルマリン(SIGMA)にて固定し、 0.01%　alizarin red S (片山化学

工業株式会社)にて染色した(ALZ染色法)。

染色後の各細胞群の写真を撮影した後、 Gregory CA　らの方法　56)

に従い、 10%　w/v cetylpyridinium chloride (CPC:東京化成工業

株　式　会　社　　Tokyo, Japan)お　よ　び　0.2M monobasic sodium

phosphate(SIGMA), 0.2M dibasic sodium phosphate(SIGMA)によ

り染色された色素を脱色し、その脱色液を用いて　562nm　にて分光

光度計により濃度を測定したものを石灰化量として定量した。

2・遺伝子導入によるアメロブラスチン過剰発現の骨芽細胞に対す

る影響

a・アメロブラスチン遺伝子のクローニングと遺伝子導入

NOS-1cDNAよ　り　PCR法でアメ　ロブラスチン遺伝子をク　ローニング

し(用いたprimerは表1参照)、 pcDNA3.1ベクター(Invitrogen)

に組込んだ。その後、 KOD-Plus-Mutagenesis Kit (TOYOBO)を用

い、アメロブラスチンN末端部にFLAGタグを付与した。

作成したベクター(pcDNA3.1.FLAG-Ambn)の遺伝子導入には、

Oligofectamine-plus-(Invitrogen)と　FuGENE HD (Roche)を用い

た。導入は、 2.5〃gのベクターを、あらかじめ10〃Lの遺伝子導
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入試薬を加えた200〟LのOpt主MEM(Invitrogen)によく混和し、20

分間室温でイ　ンキ　ュベ-ト　後、直径　6cm-dish　で培養下

sub-confluent　の骨肉腫由来骨芽細胞様細胞(SaOS-2および　HOS

RIKEN Bioresorce Center Cell Bank, Ibaraki, Japan)に加え、

37℃で48時間した。その後、 G418 (Invivogen, California, USA)

500〃g/mL濃度で含む選択培地にて、 2週間培養後、安定的にアメ

ロブラスチンを発現する細胞株(アメロブラスチン過剰発現細胞)

を樹立し、実験に用いた。

作製したアメロブラスチン過剰発現細胞でのアメロブラスチンの

発現を、 western Blot法にてFLAG-tag抗体(CST : Cell Signaling

Technology,Inc.,Boston, USA)を用い確認した。

タンパクの抽出　および　Western Blot法は、以下に示す方法で行

った。

タンパクの抽出は、Tritonlysis buffer [50mMTris-HCl (pH7.4)

125mM NaCl, ,2%Triton X-100 (Roche), 5mM EDTA, 0.1M NaF, 10

〃g/mL leipeptin (SIGMA), 0.1〃g/mL trypsin inhibitor, 0.1

〃　g/mL aprotinin (SIGMA)　50〃　g/mL phenylmethylsulfonyl

fluoride (和光純薬) ]を用いて行い、 Bradford protein assay

(Bio-Rad Laboratories)によりタンパク濃度を測定した。 20〃g
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のタンパクを　Laeraml s sample buffer　に混和し、 100℃で　3　分

間　denature Lた後、 8-10%　sodium dodecyl sulfate (SDS GE

ヘ　ル　ス　ケ　ア　　バ　イ　オ　サ　イ　エ　ン　ス　株　式　会　社　　Tokyo,

Japan主polyacrylamide gel　で電気泳動(SDS-PAGE)し、ニトロ

セ　ル　ロ　ー　ス　メ　ン　ブ　レ　ン　(PROTRAN,WHATMAN, GmbH., Dassel

Germany)に転写した。転写後のメンブレンを、 5%スキムミルク(森

永製菓株式会社　　Tokyo, Japan)含有　PBS buffer [ 137mM

NaCl(SIGMA), 8.lmM Na2HP04-12H20(SIGMA)　2.68mM KCl(和光),

1.47mM KH?PO4(和光)]に浸し、室温で1時間インキュべ-　上　した

後、一次抗体を　5%スキムミルク含有　PBS buffer　にて希釈し、室

温で　2　時間インキュベ-上した。二次抗体は、抗　mouse　または抗

rabbit biotinylated sedcondary antibody(GE)を用い、室温で1

時間イ　ンキュベ-　下　した。目的抗原の化学発光検出には、 ECL

western blotting detection system (GE)を用いた。

b.石灰化関連因子mRNAの発現(real time RT-PCR法)

アメロブラスチン過剰発現　SaOS-2細胞(FLAG-Ambn)と　SaOS-2細

胞を抗生剤(Penicillin-streptomycin, lOOU/mL)および10%FBS　含

有　RPMト1640(WAKO)に　50〃 ;/ml ascorbic acid　と　3mM sodium　β

一glycerophosphateを加えた培地にて　4　日間培養し、実験Ⅱ.卜b　と
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同様の方法でreal time RT-PCR法にて石灰化関連因子mRNA発現の

検討を行った。

C.石灰化物形成能の測定

HOS細胞およびアメロブラスチン過剰発現HOS細胞を石灰化誘導

培地にて培養した。培養10　日および15　日　目の細胞を用い、実験Ⅱ

-1-Cと同様の方法でALZ染色法にて石灰化物形成能の検討を行った。

3・アメロブラスチンによる石灰化促進作用の機序に関する検討

SaOS-2およびFLAG-SaOS細胞を用い、アメロブラスチンによる骨

芽細胞の石灰化促進作用の機序について、実験Ⅱ-2-aと同様の方法

で　Western blot　法にて検討した。検討にあたり以下の抗体を用い

た。過剰発現したアメロブラスチンの検出に抗FLAG-tag抗体(CST)、

アメ　ロブラスチンとの結合が考えられているタンパク質である

CD63(santa cruz biotechnology,inc)に対する抗体、細胞内シグナ

ル伝達系の解析に抗　phospho-P44/42　MAPK(ERKl/2 : CST)抗体、転

写因子の活性化の検討に抗　phospho-Elkl(Ser383 : CST)抗体を用

いた。

また、アメロブラスチンと結合するタンパク質の検討には、免疫

沈降法を用いた。 Total lmg　のタンパクに、 Triton lysis buffer

を加え1mLに調整した後、FLAG-tag抗体を4〃1加え、4℃で3時間
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回転混和した。次に、 20〃1の　protein G agarose(Roche)を加え、

さらに　4℃で　3時間回転混和した。その後、遠心して上清を除いた

ペレットに、 sample bufferを15〃 1加え、 100℃で　3分間　denature

し、遠心後、この上清を　Western blot法を用いて解析した。

実験　Ⅲ :骨組織再生に対するアメロブラスチン合成ペプチドの影

響に関する検討

1.アメロブラスチン合成ペプチド作製部位の決定

予備実験によ　り石灰化と関連しない細胞におけるアメ　ロブラス

チンのバリ　アントの存在が示唆されたため、アメ　ロブラスチンmRNA

に対する各種　primer (表　2)を作製し、 RT-PCR法にてアメ　ロブラス

チンmRNAの発現状況についての検討を行った。なお、本実験には、

石灰化非関連細胞と　して口腔扇平上皮癌細胞株　HSC2(Japanese

Cancer Research Resources Bank(Osaka, Japan)よ　り供与)よ　り抽

出した　mRNAを用いた。

2. In vitroにおける石灰化に対するアメ　ロブラスチン合成ペプチ

ドの影響

実験Ⅲ-1による検討で、骨芽細胞の石灰化を促進する部位と　して

同定されたアメ　ロブラスチンの活性部位に対するペプチド(AMB-N:
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H-VPFFPQQSGTPGMASLY-OH)の合成を、 solid phase peptide synthesis

法にて行った。合成は、倉敷紡績株式会社(Osaka, Japan)に委託し

た。

a.アメロブラスチン合成ペプチド相当塩基配列の遺伝子導入

マウス頭蓋骨由来前骨芽細胞　MC3T3-El　を用い、実験II-2-a　と同

様の方法にてアメ　ロブラスチン合成ペプチド相当塩基配列(AMB-N)

に相同する塩基配列を遺伝子導入したAMB-N過剰発現細胞を作製し

た。遺伝子導入には、分泌ドメイン(PPT-LS;preprotrypsinleader

sequence)を有するベク　ター(PFLAG-CMV3)とそ　う　でないベクター

(PFLAG-CMV4)を用い、合成したAMB-Nを細胞外-分泌する骨芽細胞

秩(M3a　細胞)とそうでない骨芽細胞株(M4a　細胞)を樹立し、実験に

用いた。

b.石灰化関連因子mRNAの発現(RT-PCR法)

MC3T3-El細胞を用い、 AMB-N添加による影響と　AMB-Nに相同する

塩基配列を実験n-2-aと同様の方法で遺伝子導入し、その石灰化に

対する影響を実験　卜3　と同様の方法で　RT-PCR法にて石灰化関連因

子　mRNAの発現について検討した。
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C.アルカリホスファタ-ゼ活性の測定

24well培養プレートに5×103cells/wellの割合でM3aおよびM4a

細胞を播種し、2%FBS含有α-MEMにて培養した。2過後に細胞を回収

し、以下に述べる酵素化学的なアルカリホスフアタ-ゼ活性の測定

を行った。

培養細胞をPBSにて洗浄後、超音波ホモジナイザ-(Handy Sonic

model UR-20P,株式会社ト　ミー精工　Tokyo, Japan)によ　り、 IOmM

Tris-HClbuffer(pH7.4, 500ul)中で1分間破砕撹拝した。次いで、

25〃 1の細胞破砕液に125〃 1 ALP buffer (0.1M carbonate

buffer,pH9.8, 6.7mM p-nitrophnyl phosphate, 2mM MgCl2)を加え、

30分間, 37℃でインキュベ-トした。　0.2N NaOH 125〃1を加えて

反応を終了させた後、マイクロプレートリーダーを用いて　405nmに

おける吸光度を測定した。また、これと並行し、細胞破砕液を用い

て　DNA量をNANODROPにて測定し、 DNA l〃g当たりのALP活性を測

定した。

d.石灰化物形成能の測定

6well培養　plateにサブコンフルエントの状態で　M3aおよび　M4a

細胞を播種し、石灰化誘導培地にて培養し、実験II-1ICと同様の方

法で石灰化物形成能の検討を行った。
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3. In vivoにおける人工的骨欠損治癒に対するアメロブラスチン合

成ペプチドの影響

実験には、7過齢雄性Wistar系ラット(Crlj:WI　日本チャールズリ

バー株式会社)を用いた。

a・ラット頭蓋骨骨欠損モデルの作成と合成ペプチドの移植

Wistar系ラ　ット(各群　5　匹、計15　匹)を10%ベントバルビタール

ナトリウム(ソムノペンチル①,共立製薬株式会社　Tokyo, Japan)に

て全身麻酔を行い、頭部皮膚を切開剥離の後、頭蓋骨にトレフイン

ドリル(外径　3mm　径、 STOMA,インプラテックス株式会社　Tokyo,

Japan)を用いて、直径　3mm　径の骨欠損を作製した。続いて同部に

AMB-NをImg/mLの割合で混和したプロピレングリ　コールアルギネ-

ト(PGA)溶液(生化学工業株式会社)を移植した。なお、コントロー

ル群として欠損のみ作製した群と　PGAのみを移植した群を作製した。

全ての群において、作製した欠損部-の皮膚軟組織由来細胞の侵入

を遮断するためにPVCメンブレン(MILLIPORE Co. [assachusetts,

USA)で欠損部を被覆し、骨膜および皮膚を縫合した。

b.骨治癒の評価

移植4週後にジェチルエーテル(純正化学株式会社)にてラットを

安楽死させた後、移植部組織を掃出し、 10%中性緩衝ホルマリンで
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24時間固定した。固定後の試料を　Ⅹ線撮影装置(マイクロフォーカ

スⅩ線撮影装置inspeXio SMX-90CT,画像解析ソフトーVGStudioMax,

島津製作所　Kyoto, Japan)にてⅩ線学的解析を行った。

Ⅹ線撮影終了後、移植部組織を　24時間脱灰(K-CX,株式会社フア

ルマ　Tokyo, Japan)した後、通法に従ってパラフィン切片を作製

した。へマトキシリ　ン・エオジン染色後、光学顕微鏡にて組織学的

解析を行った。また、形成された新生骨量を画像解析ソフト(Scion

Image, Scion Co., Mayland, USA)にて定量化した。
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Ⅲ.結果

実験I :骨組織および骨芽細胞におけるアメロブラスチンの発現に

関する検討

1.マウス由来骨組織および骨芽細胞におけるアメ　ロブラスチンの

発現

生後　0、 3、 7　日齢マウス椎骨組織および0　日齢マウス頭蓋骨由来

初代培養骨芽細胞より抽出した　mRNAを用い、 RT-PCR法にてアメ　ロ

ブラスチン　mRNA　の発現を検討した結果、陽性コントロールとして

用いた歯腫(顎骨)のみならず、 0、 3、 7　日齢マウス椎骨にもアメロ

ブラスチンが発現されていることが明らかとなった(図1A)。

一方、7週齢マウス椎骨より抽出したmRNAを用い、同様にRT-PCR

法にてアメロブラスチン　mRNA　の発現を検討したところ、アメロブ

ラスチンの発現は認められなかった(図1B)。

2.ヒト骨肉腫症例および骨芽細胞様細胞株におけるアメロブラス

チンの発現

ヒトおよびマウスのアメ　ロブラスチンに相同的な配列をェピト

-プとする抗体(W59)を用い、マウス発生期歯腔を対照と　してヒト

骨肉腫症例および骨芽細胞様細胞株におけるアメ　ロブラスチンの

発現を免疫組織化学的に観察した。その結果、対照として観察した

23



マウス歯腔では、エナメル芽細胞およびェナメル質基質が陽性を呈

し、同抗体がアメロブラスチンに特異的に反応することが確認され

た(図　2A)。そこで、同抗体を用いて、ヒト骨肉腫症例におけるアメ

ロブラスチンタンパクの発現を免疫組織化学的染色法により検討

した結果、骨芽細胞様分化を示す肉腫細胞がアメロブラスチンを強

発現していた(図　2B)。

さらに、各種ヒト骨芽細胞様細胞株(SaOS-2、 MG63、 HOS、 NOS-1)

におけるアメロブラスチンの発現を　RT-PCR　法にて検討した結果、

mos-1細胞がアメロブラスチンを高発現していること明らかとなっ

た(図　3A)　そこで、 NOS-1細胞を用い、蛍光抗体法によりアメ　ロブ

ラスチンタンパクの発現を検討した結果、タンパク分泌を阻害する

薬剤である　monensin　投与により、細胞内に蓄積されたアメロブラ

スチンタンパクが確認できた(図　3B)。

実験Ⅱ :骨芽細胞の分化に対するアメロブラスチンの影響に関する

検討

1. siRNA　によるアメロブラスチン発現抑制の骨芽細胞に対する影

響

a・各種骨芽細胞様細胞株における石灰化関連因子mRNAの発現
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各種骨芽細胞様細胞株における石灰化関連因子の　mRNA　発現を

RT-PCR　法にて検討した結果、アメ　ロブラスチンを発現している

NOS-1細胞は、他の骨芽細胞様細胞株に比較して石灰化関連因子

(BMP-2, ALP, COLI, BSP)mRNAを高いレベルで発現していることが

わかった(図　4)。

b・アメロブラスチン発現抑制の石灰化関連因子mRNAの発現に対す

る影響

siRNA　に　よ　り　ア　メ　ロ　ブ　ラ　ス　チ　ン　の発現　を抑制　し　た細胞

(Ambn-siRNA)における石灰化関連因子の　raRNA　発現を　real time

RトPCR法にて検討した結果、Ambn-siRNA細胞では、Ambnに加えて、

BMP-2やALP、COLI、BSPのmRNAの有意な発現低下が認められた(図

5)。

C・アメロブラスチン発現抑制の石灰化物形成能に対する影響

10%FBS含有RPMI培地にて培養したNOS-1細胞では、石灰化物の

形成は認められなかったが、 50〃g/ml ascorbic acid　および　3mM

sodium　β-glycerophosphate　を加えた石灰化誘導培地による培養

では、培養4日目にALZ染色強陽性となり、高い石灰化物形成能が

認められた。一方、 siRNA　によりアメロブラスチン発現を抑制した

NOS-1細胞では、石灰化誘導培地による培養4日目において、 siRNA
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未処理群の細胞と比較して、石灰化物形成能の明らかな低下が認め

られた(図　6)。

2・遺伝子導入によるアメロブラスチン過剰発現の骨芽細胞に対す

る影響

a・アメロブラスチン過剰発現細胞におけるアメロブラスチンタン

バクの発現

アメロブラスチン遺伝子をSaOS-2細胞-遺伝子導入し、 Western

blot法および蛍光抗体法により、アメロブラスチンタンパクの発覗

をアメロブラスチン　N末端に付与した　FLAG-tagにて検出した。そ

の結果、 westernblot法により　68kDa付近に、また、蛍光抗体法に

より細胞内および細胞膜付近に存在するアメ　ロブラスチンタンパ

クを確認することができた(図　7A,B)。

b・アメロブラスチン過剰発現の石灰化関連因子mRNAの発現に対す

る影響

アメロブラスチンを過剰発現させた　SaOS-2(FLAG-SaOS)細胞を用

い、石灰化関連因子のmRNA発現をreal time RT-PCR法にて検討し

た結果、通常の培地による培養でBMP-2およびBSPのmRNA発現が、

また、石灰化誘導培地による培養でBMP-2およびALP、 OCNの　mRNA

発現が有意に上昇していることが明らかとなった(図8)。
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C・アメロブラスチン過剰発現の石灰化物形成能に対する影響

アメロブラスチンを過剰発現させたHOS細胞を用い、石灰化物形

成能に対する影響をALZ染色にて検討した結果、アメロブラスチン

過剰発現細胞における石灰化物形成能の上昇が認められた(図　9A)。

また、培養10および15　日　目に形成された石灰化物の定量を行った

結果、アメロブラスチン過剰発現細胞において石灰化物形成量の有

意な増加を認めた(図　9B)。

3・アメロブラスチンによる石灰化促進作用の機序に関する検討

a.骨芽細胞におけるアメロブラスチン結合タンパクの同定

酵母を用いた実験によ　りアメ　ロブラスチンとの結合が示唆され

ているタンパク質と　して、膜　4回貫通型タンパク　CD63　が報告され

ている　42)。そこで、まず骨芽細胞様細胞株における　CD63の発現を

Western blot法にて検討した結果、 NOS-1、 SaOS-2ならびに　HOSに

おいて　CD63が発現していることが明らかとなった(図10A)。また、

アメロブラスチンを過剰発現させた　SaOS-2　細胞を用い、免疫沈降

法にてアメロブラスチンと　CD63　の結合を検討した結果、両者が結

合していることがわかった(図10B)。
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b.細胞内シグナル伝達機構

アメ　ロブラスチンを過剰発現させた　SaOS-2　細胞を用い、細胞内

シグナル伝達機構の検討を　Western blot　法にて検討した結果、

MAPK(mitogen-activated protein kinase)と　し　て　知　ら　れ　る

ERK(extracellular signal-regulated kinase)のリ　ン酸化が認めら

れた(図11A)。また、 ERK　の上流に位置する　MEK(MAP kinase/ERK

kinase)の阻害剤である　U0126　の投与によりアメロブラスチン過剰

発現細胞にみられたERKのリ　ン酸化が抑えられた(図1IB)さらに、

MAPKの基質と　して知られる転写因子Elkの活性化を検討したところ、

アメ　ロブラスチン過剰発現細胞にElkのリ　ン酸化が生じていること

が明かとなった(図11C)。

実験Ⅲ:骨組織再生に対するアメロブラスチン合成ペプチドの影響

に関する検討

1.アメロブラスチン合成ペプチド作製部位の決定

予備実験によ　り石灰化と関連しない細胞におけるアメ　ロブラス

チンのバリ　アントの存在が示唆されたため、アメ　ロブラスチン　mRNA

の様々な領域に対する　primer　図12A,表　2)を用い、 RT-PCR法にて

アメ　ロブラスチンの発現を検討した結果、石灰化非関連細胞である
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ヒトロ腔扇平上皮癌細胞株　HSC2　にアメロブラスチンの一部の領域

が発現していることが明らかとなった(図12B)。そこで、 HSC2細胞

に認められるアメ　ロブラスチン発現の領域以外の部分が石灰化関

連組織に特異的に発現している領域であり、石灰化と深く関連して

いる可能性があると考えた(図13)。さらに、その領域の中でも、種

を超えてよく保存されているアメロブラスチン　N　末端部13,55)に相

当する合成ペプチド(AMB-N)を作製し、以後の実験を行った。

2.In vitro　におけるアメロブラスチン合成ペプチドの骨芽細胞の

石灰化に対する影響

a.石灰化関連因子のmRNA発現に対する影響

AMB-Nの添加により、マウス頭蓋骨由来前骨芽細胞株MC3T3-El細

胞における石灰化関連因子の　mRNA発現を検討した結果、培養　2過

目において　ALPおよびBSPの　mRNA発現が上昇した(図14)。また、

AMB-Nに相当する配列をMC3T3-El細胞-遺伝子導入し、同様に検討

した結果、細胞外-の分泌シグナルを付与し、合成されたAMB-Nを

細胞外-分泌する　M3a細胞においては、培養　2週目における　ALPお

よびBSPのmRNA発現の上昇が認められた(図15A)。

b・アルカリホスフアタ-ゼ活性に対する影響

AMB-Nを細胞外-分泌する　M3a細胞のみにおいて、アルカリホス
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フアタ-ゼ活性の上昇が認められた(図15B)。

C.石灰化物形成能に対する影響

ALZ　染色にて石灰化物形成能の検討を行った結果、 M3a　細胞では

培養4週目において石灰化物形成能の克進が認められた(図15C)。

3. In vivoにおけるアメロブラスチン合成ペプチドの骨組織再生に

対する影響

ラット頭蓋骨骨欠損部-　AMB-N(lmg/raL)を　PGA　と混和し移植した

結果、移植4週目で、欠損のみを作製した群およびPGAのみを移植

した群と比較して、 AMB-N移植群における有意な新生骨の形成が認

められた。 Ⅹ　線学的解析では、 AMB-N　移植群における欠損部の早期

閉鎖がみられ(図16A)、 scion image　による形成された新生骨の定

量的評価では、 AMB-N移植群に有意な新生骨量の増加が認められた

(図16B)。組織学的解析では、 -マトキシリンーエオジン染色により

AMB-N　移植群における新生骨形成が観察される(図17A)とともに、

Scion Image　による定量的評価においてもコントロールおよび　PGA

移植群と比較して、有意に多くの新生骨形成が確認できた(図17B)。
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Ⅳ.考察

1.骨組織におけるアメロブラスチンの発現と役割

エナメルタンパクのひとつであるアメ　ロブラスチンは、歯の発

生過程に時期ならびに部位特異的に発現する　23,24)と言われていた

が、その後の研究によりエナメル芽細胞だけでなくマラッセ残存

上皮細胞や前駆象牙芽細胞、歯髄組織由来の幹細胞などにも発現

することが明らかとなってきた　25~29)　さらに、最近の報告では、

in vitro　において、リ　ン酸を添加した培地による培養でヒト骨芽

細胞様細胞がアメロブラスチンの発現を示す　22)ことや、マウス発

生初期において、その発現が骨組織で認められることなどが明ら

かにされた　30)。また、興味深いことに、アメロブラスチン遺伝子

は、4番染色体長腕に位置し、骨組織形成に深く関わるBSPやopN、

BMP-3などの遺伝子と近接して存在していることからも、アメロブ

ラスチンが骨組織形成に関連する可能性が示唆される。しかしな

がら、これまでアメロブラスチンの骨組織における役割に関して、

詳細な検討は行われておらず、アメロブラスチンと骨組織形成と

の関係については、ほとんど明らかになっていない。そこで、本

研究では、アメ　ロブラスチンの骨組織形成との関連について1・D

vitroならびにin vivoで検討した。その結果、まず、骨組織や骨
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芽細胞株におけるアメ　ロブラスチンの発現の詳細を検討したとこ

ろ、マウスの形成初期の骨組織だけでなく、ヒト骨肉腫症例にお

ける骨芽細胞様腫癌細胞やヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞株

(NOS-1)にもアメ　ロブラスチンが発現されていることを兄いだし

た。一方、マウス骨組織におけるアメロブラスチンの発現は、 7週

齢では認められなかったことから、アメロブラスチンは歯牙形成

と同様に、骨組織でも発生期に時期特異的に発現していることが

明らかとなった。さ　らに、骨肉腫において類骨を形成する骨芽細

胞様腫癌細胞や骨肉腫より樹立された骨芽細胞様細胞株にもアメ

ロブラスチンの発現が認められたことから、アメ　ロブラスチンが

骨組織の形成過程において何らかの役割を担っているが、骨の正

常な成熟過程に伴ってその発現は消失していく　と推測された。

以上のよ　うに、アメロブラスチンが形成初期の骨組織や骨肉腫

においても発現していることが明らかとなったが、発生期骨組織

の形成様式、すなわち、軟骨内骨化と膜内骨化や部位による発現

の違いや骨再生過程におけるアメロブラスチンの発現状況などに

ついては未だ不明である。今後、これらの点も含め、骨組織にお

けるアメロブラスチンの発現ならびにその役割を検討する必要が

ある。また、エナメル芽細胞を用いたin vitroの実験では、アメ
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ロブラスチンの発現が、外腔某組織形成に関わる因子である

epiprofin　や、神経栄養因子である　nerve growth factor(NGF)、

brai　-derived neurotrophic factor(BDNF)　　、

neurotrophin-3,-4,-5(NT-3,-4,-5)によって誘導されることが報

告されている　31)。生体内の骨組織においてもアメロブラスチンの

発現がどのよ　うに制御されているのかについての検討も今後の課

題と　して重要である。

2.骨芽細胞分化におけるアメロブラスチンの役割

アメ　ロブラスチンの骨芽細胞分化に対する役割やその機能につ

いては、これまで検討されていない。そこで、本研究では、ヒト

骨肉腫より樹立された骨芽細胞様細胞を用い、アメ　ロブラスチン

の骨芽細胞分化に対する影響について検討した。

まず初めに、ヒト骨肉腫より樹立された骨芽細胞様細胞株　4株

(NOS-1, SaOS-2, MG63, HOS)を用い、各細胞株の石灰化関連因子

の発現を比較検討した結果、アメ　ロブラスチンを恒常的に発現し

ている　NOS-1細胞は、他の細胞株に比べ、高い骨形成誘導能を示

すBMP2やBSPの　mRNA発現が高い一方で、骨芽細胞の最終分化マ

-カーであり、骨増加の抑制に関与することが知られているOCN35)
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の発現は低かった。この結果から、 NOS-1細胞は骨芽細胞の最終分

化状態には至らずに、高い石灰化能を維持していることが示唆さ

れる。

そこで、NOS-1細胞におけるアメ　ロブラスチンの恒常的な発現が、

石灰化に何らかの影響を及ぼしている可能性を考え、NOS-1細胞に

おけるアメロブラスチンの発現を　siRNA　により抑制し、石灰化関

連因子の発現を検討した。その結果、アメ　ロブラスチンの　knock

downによ　り、コントロール群と比較して、 BMP-2、 ALP、 COLIなら

びに　BSPの　mRNA発現が有意に減少すると　ともに、石灰化物形成能

の明らかな低下が認められた。一方、アメ　ロブラスチンの骨芽細

胞の石灰化能に及ぼす影響を検討するために、アメ　ロブラスチン

を発現していない細胞株である　SaOS-2およびHOS細胞に　NOS-1細

胞のcDNAよりクローニングしたアメロブラスチン遺伝子を導入し、

石灰化に及ぼす影響を検討した結果、アメロブラスチンを過剰発

現させた細胞では、 BMP-2、 ALP、 BSPならびに　OCNの　mRNA発現が

有意に上昇するとともに、石灰化物形成能の先進が確認できた。

以上のよ　うに、アメ　ロブラスチンの発現抑制実験および過剰発

現実験の結果から、アメ　ロブラスチンの発現が石灰化能の先進に

重要な役割を果たすだけでなく、骨芽細胞を高い石灰化能を有す
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る分化状態に維持している可能性が示された。これらの特徴は、

骨芽細胞-の分化の方向を決定づけるとともに、骨芽細胞の骨細

胞-の分化を抑制する因子として知られる　Runx2　32)の機能と類似

している。しかし、 real time RT-PCR　法による検討で、コントロ

-ル群とアメロブラスチン抑制群および過剰発現群で　Runx2　mRNA

発現の差が認められなかったことから、アメロブラスチンの骨芽

細胞に対する石灰化能克進作用は、Runx2経路によるものではない

と考えられる。また、アメロブラスチンを過剰発現した細胞では、

特にBMP-2のraRNA発現の著明な上昇が認められたが、この結果は、

アメ　ロブラスチンの発現抑制実験での定量的検討で認められた

BMP-2の有意な発現低下とも相関しており、アメロブラスチンの石

灰化に対する影響が、BMP-2の発現を誘導した結果による可能性を

示唆している。現在までに　BMP-2　の発現を強く誘導する因子とし

て　statinが知られているが33)、今後、アメロブラスチンが、statin

同様に、BMP-2の転写を誘導する因子であるかどうかについても詳

細に検討していく必要がある。

以上のように、アメロブラスチンがin vitroで骨芽細胞の石灰

化能を克進させる機能を有することが明らかとなった。しかし、

アメロブラスチンノックアウトマウスを用いた検討では、エナメ
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ル質形成不全が生じることが報告されている　34)が、骨組織形成に

対する影響は検討されていない。これは、骨芽細胞のマーカーと

して知られている　BSPや　ocN遺伝子のノ　ックアウトマウスでは、

生後　4-12ケ月で骨格異常を示してく　る　35,36)ことからも推測でき

るよ　うに、骨格異常を検討するには長期的な観察が必要であると

考えられ、アメロブラスチンの骨組織での生理的な役割を証明す

るためには、アメ　ロブラスチンノ　ックアウトマウスを用いて、長

期観察による骨組織-の影響を検討する必要があると考える。

3.アメロブラスチンの骨芽細胞における石灰化促進の機序

アメロブラスチンはN末端部にシグナルペプチドを有しており、

合成後に細胞外に分泌されることが知られている11,13,39-43)。また、

本実験の結果から、アメロブラスチンが骨芽細胞の分化に対して

も促進的な影響を与えていることを考えると、細胞外に分泌され

たアメロブラスチンが、オートクラインまたはパラクライン的に

細胞膜受容体と結合し、骨芽細胞の分化を促していることが推測

される。そこで、この可能性を検証するために、まず、アメ　ロブ

ラスチンに結合するタンパク質に着目　して検討した。最近、酵母

を用いた　two hybrid法により、アメロブラスチンと結合するタン
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バク　と　して膜　4　回貫通型タ　ンパク　質スーパーフ　ァ　ミリ　ー

(TM4SF:tetraspanin super family)に属する　CD63が同定された　44)

が、その生理的な結合や役割については検討されていなかった。

そこで、本研究では、骨芽細胞におけるアメ　ロブラスチンと　CD63

の結合を免疫沈降法により検討した結果、骨芽細胞においても

CD63が発現しており、アメロブラスチンと　CD63が結合しているこ

とが明らかとなった。また、細胞膜受容体である　CD63は、その下

流にMAPKであるERKが存在することが報告されている45,46)ことか

ら、アメロブラスチンを過剰発現させた細胞における　ERK　のリ　ン

酸化を検討したところ、ERKの活性化を示す204番目のチロシンの

著明なリン酸化が認められた。さらに、ERKの上流にある　MEKの阻

害剤であるU0126を投与したところ、ERKのリン酸化が抑制された。

また、ERKの基質として知られる　Elkの活性化を検討した結果、Elk

がリン酸化されており、活性化していることが明らかとなった。

以上の結果より、アメロブラスチンの骨芽細胞に対する影響は、

細胞外に分泌されたアメロブラスチンが細胞膜受容体である　CD63

との結合を介して、その下流の古典的MAPKである　MEKやERKを活

性化し、転写因子である　Elk　が活性化された結果、石灰化関連因

子の転写が促進されたと推測される。
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アメ　ロブラスチンと同様に、エナメルタンパクのひとつである

アメ　ロゲニンもエナメル芽細胞において　CD63　と結合し、細胞内に

エンドサイト-シスによって取り込まれ、細胞内でアメ　ロゲニン

mRNA　と結合することにより、アメロゲニンタンパクの発現を安定

化する可能性があるという報告　53,54)から、骨芽細胞におけるアメ

ロブラスチンの機能にも同様のメカニズムの存在が推測される。

最近、乳腺上皮細胞において、 CD63はintegrinβ1と細胞膜上

で結合することによりマイクロドメインを形成し、 CD63　にリガン

ドが結合することでintegrinβ1が活性化され、細胞内シグナル

伝達系を活性化させるという報告45~46)やCD63を含むtetraspanin

familyに属するタンパク質が細胞膜上でintegrinに結合すること

でその機能を発現するという報告　47~52)もある。 CD63　とintegrin

の関連性を含め、骨芽細胞における　CD63の役割についても詳細に

検討する必要がある。

4.アメロブラスチン合成ペプチドの骨組織再生療法-の応用の可

能性

AMB-Nによる　m vitroでの骨芽細胞分化およびin vivoでの人

工的骨欠損の治癒に与える影響を検討した結果、AMB-Nが骨芽細胞
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の分化を促進させ、石灰化物形成能の克進を示すことが明らかと

なった。また、 AMB-Nに相・当する16アミノ酸を発現するベクター

を用いた検討では、分泌シグナルを付与した発現ベクターを導入

した細胞(M3a細胞)のみに、 AMB-Nを添加した時と同様の効果が認

められたことからも、 AMB-N　による骨芽細胞の石灰化促進作用が、

やはり細胞膜受容体を介したものである可能性を支持している。

したがって、全長アメ　ロブラスチンの遺伝子導入によ　り認められ

た骨芽細胞様細胞株での石灰化促進作用やCD63との結合には、ア

メロブラスチンN末端部が重要である可能性が考えられる。

本研究では、N末端部の16アミノ酸に着目　したが、図13に示す

ように、アメロブラスチンのmRNA中央部にも石灰化組織に特異的

に発現する領域があり、今後、その領域に相当するペプチドを作

製し、同様の検討をする必要があると考える。また、今回用いた

AMB-Nは、人工的に合成したペプチドであるため、通常生体内で生

じる糖鎖修飾などの翻訳後修飾を受けていないことから、合成・

修飾・分泌後にプロセッシングを受け、断片化されたアメ　ロブラ

スチンの　AMB-N　相当部を精製して用いることにより、本研究で得

られた　AMB-N　の石灰化促進作用より高い効果が得られる可能性も

あり、アメロブラスチンを発現する　NOS-1細胞の培養上清などを
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用いたさらなる検討が必要と考えられる。

また、 in vivoにおける　AMB-Nの骨組織再生効果について検討し

た結果においても、AMB-Nは、ラット頭蓋骨人工的骨欠損部の早期

閉鎖を有意に促すことが明らかとなった。AMB-N投与群の組織学的

検討において、新生骨が既存骨と離れて形成されている像が観察

されたことから、AMB-Nに骨誘導能がある可能性を考え、ラット皮

下組織-の　AMB-N　移植実験を行ったが、骨誘導能は観察されなか

った(データ未掲載)。したがって、人工的骨欠損部で認められた

治癒形態は、周囲骨組織由来の骨芽細胞の骨伝導によるものであ

り、 AMB-Nはこれを促進したと考えられる。
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Ⅴ.結論

骨組織におけるアメ　ロブラスチンの役割と骨再生療法-の応用

の可能性について検討した結果、以下の結論を得た。

1.　アメロブラスチンは、歯牙形成部位に特異的な遺伝子ではなく、

骨組織にも発現している。

2.　アメロブラスチンは、骨芽細胞の石灰化能を元進する作用を有

する。

3.アメ　ロブラスチンの骨芽細胞の石灰化促進作用は、細胞膜受容

体　CD63　との結合によ　り、その下流の　MAPK(MEK-ERK)経路、転写

因子　Elkの活性化を介している。

4.アメ　ロブラスチンの骨芽細胞の石灰化促進作用には、アメ　ロブ

ラスチン　N　末端領域が重要であり、同部の合成ペプチドは骨芽

細胞の石灰化能を克進させる作用を有する。

5.アメ　ロブラスチン合成ペプチドは、 in vivo　において実験的骨

欠損の治癒を促す。

以上の結果よ　り、アメ　ロブラスチンは、骨組織形成とも密接に

関係しており、骨芽細胞の石灰化を促進するこ　とが明らかとなっ
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た。また、 AMB-Nは、骨組織再生促進能を有することが明らかとな

り、骨組織再生療法剤に応用できる可能性が示された。
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表1. PCRに用いたprimer

primer Sequence Products (bp)

Mouse Ambn F

Ambn R

Mouse ALP F

ALP R

Mouse COLI F

COLI R

Mouse BSP F

BSP R

Mouse OCN F

OCN R

Mouse GAPDH F

GAPDH R

Human Ambn F

Human Ambn R

Human Runx2 F

Human Runx2 R

Human BMP2 F

Human BMP2 R

Human ALP F

Human ALP R

Human COLI F

Human COLI R

Human BSP F

Human BSP R

Human OCN F

Human OCN R

Human GAPDH F

Human GAPDH R

GCGTTTCCAAGAGCCCTGATAAC

AAGAAGCAGTGTCACATTTCCTGG

TACCGACCCTGTTCTGAGGG

ACCCTGGGTAGACAG CCAA

TCTCCACTCTTCTAGTTCCT

TTGGGTCATTTCCACATGC

ACCGGCCACGCTACTTTCTTT

GACCGCCAGCTCGTTTTCA

AAGCAGGAGGGCAATAAGGT

AGCTGCTGTGACATCCATAC

AACTTTGGCATTGTGGAAGG

ACACATTGGGGGTAGGAACA

CCTTGCAGGAAGGAGAACTG

CTGGGAGTGATGGACCTTGT

TTACTTACACCCCGCCAGTC

TATGGAGTGCTGCTG GTCTG

TCAAGCCAAACACAAACAGC

AGCCACAATCCAGTCATTCC

CCTCCTCGGAAGACACTCTG

GCAGTGAAGGGGCTTCTTGTC

GTGCTAAAGGTGCCAATGGT

ACCAGGTTCACCGCTGTTAC

AACCTACAACCCCACCACAA

AGGTTCCCCGTTCTCACTTT

GACTGTGACGAGTTGGCTGA

CTGGAGAGGAGCAGAACTGG

GGCCTCCAAGGAGTAAGACC

AGGGGTCTACATGGCAACTG

234

213

300

172

297

450

136

139

103

139

128

149

119

147

Ambn : ameloblastin GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

ALP : alkaline phosphatase Runx2 : runt-related transcription factor 2

COL I : type I collagen BMP2 : bone morphogenetic protein 2

BSP : bone sialoprotein

OCN : osteocalcin
°°°°°°°°°1°▼°°°t°°°°°t▼t▼°°°°°°°°°°°°°°°°°▼一▼▼▼°ヽ°°°°
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表2bアメロブラスチンのmRNAに対する各種primer

primer Sequence

ATGTCAGCATCTAAGATTCCACTTT

GCAGTGCCGTTCTTTCCTCA

CGGGTATGGCTAGTTTGAGC

TGAGACAGTTGGGAAGTCTGC

TGAGGCCAAGAGAACATGAA

GGATGCACAGGCAAAGAATA

GCAGCAGACTGGAGAAAAGG

ATCACAGCCATCCTTGAAGC

CCTTGCAGGAAGGAGAACTG

CTGGGAGTATGGACCTTGT

AGCCATGTTTCCAGGATTTG

TGCACCTCCTTCTTCGTTCT

TCAGGGCTCTTGGAAATGCC

TTAGAGCTGTCAGGGCTCTTG
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A.生後0、3、7日齢マウス

マウス(日齢)

椎骨　　　　　歯腫(顎骨)

Ambn

GAPDH

B. 7週齢マウス

Ambn

GAPDH

図1.マウス骨組織および骨芽細胞におけるアメロブラステン(Ambn)の発現
(RT-PCR)

A.生後0、 3、 7日齢マウスでは、歯旺組織だけでなく、骨組織および頭蓋骨由来初代培

養骨芽細胞にもアメロブラステンmRNAが発現している。

B. 7週齢マウス椎骨組織には、アメロブラステンmRNAは発現していない。
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A.マウス歯胆
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B.ヒト骨肉腫症例
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図2.マウス歯旺およびヒト骨肉腫症例におけるアメロブラステンの発現
(免疫組織化学染色)

A.抗アメロブラステン抗体W59を用いた免疫組織化学染色で、マウス歯旺形成期エナメ

ル芽細胞とエナメル基質にアメロブラステンの発現が確認される。

B.同抗体を用い、ヒト骨肉腫を形成する骨芽細胞様細胞にもアメロブラステン陽性反応

が観察される。
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A.ヒト骨芽細胞様細胞株におけるアメロブラステンの発現
(RT-PCR)

謝./s

##

Ambn

GAPDH

B. NOS-1細胞におけるアメロブラステンの発現(蛍光抗体法)

Ambn/Alexa488 OVERLAY

図3.ヒト骨芽細胞様細胞におけるアメロブラステン(Ambn)の発現

A,ヒト骨芽細胞様細胞NOS-1細胞はアメロブラステンmRNAを高発現している。

B. NOS-1細胞を用い、蛍光抗体法によりアメロブラスチンタンパクの発現を検討した結

果、 monensin投与により細胞内に蓄積したアメロブラステンが確認できる。
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㌔、〆^㌔

Runx2

BMP-2

COLI

OCN

GAPDH

図4.ヒト骨芽細胞様細胞における石灰化関連因子のmRNA発現(RT-PCR)

アメロブラステン(Ambn)を恒常的に発現しているNOS-1細胞は、他の骨芽細胞様細胞に

比較して高い石灰化関連因子(BMP-2, ALP, COL I , BSP)のmRNA発現を示す。
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実体顕微鏡像　　位相差顕微鏡像

NOS-1

Ambn-siRNA

石灰化誘導培地

図6.アメロブラステンの発現抑制の石灰化物形成能への影響
(ALZ染色、培養4日目)

石灰化誘導培地による培養で、 NOS-1細胞は強い石灰化物形成を示すが、 siRNAによ

るアメロブラスチンの発現抑制により、石灰化物形成能の低下が認められる。
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A. Western blot法

FLAG

(Ambn)

B.蛍光抗体法
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FLAG
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図7.アメロブラステン(Ambn)過剰発現細胞におけるアメロブラスチンタンパク

a)7熱ラステンの発現がみられないSa。S胡胞に遺伝子導入によりアメ。ブラステン

を過剰発現させた結果、アメロブラステンタンパクの発現がwestern blot(A)および蛍光

抗体法(B)により確認できる。
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A. ALZ染色

B.石灰化物の定量

FLAG-Ambn

図9.アメロブラスチン過剰発現細胞の石灰化物形成能への影響

A.アメロブラステンを過剰発現させた細胞では、石灰化形成能の充進が認められる。

B.形成された石灰化物の定量を行った結果、培養10、 15日目において有意な差を認め
る(*p<0.05)
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A.骨芽細胞様細胞におけるCD63の発現
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B.アメロブラステンとCD63との結合
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図10.骨芽細胞におけるアメロブラステン(Ambn)結合タンパクの検討

A. Western blotによる検討の結果、 NOS-1 、 SaOS-2およびHOS細胞にCD63の発現が認
められる。

B.アメロブラステン(FLAG-tag)およびCD63の免疫沈降によりCD63およびアメロブラステ

ン(FLAG-tag)が検出されたことから、アメロブラステンとCD63が結合していることがわか

る。
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A. ERKのリン酸化

SaOS-2

pERKl/2

ERKl/2

B. MEK阻害剤によるpERKへの影響

SaOS-2

FLAG-Ambn
MEK阻害剤

UO126　0　　0　30　60 120(min)

PERKI/2　-く・≠　こ.紬欄.

1

ERKl/2　芝芝

C. Elkのリン酸化

SaOS-2

図1 1.アメロブラステン(Ambn)過剰発現細胞における細胞内シグナル伝達機構
の検討

A.アメロブラステン過剰発現細胞では、 ERKの著明なリン酸化が認められる。

B.アメロブラスチン過剰発現細胞で認められるERKのリン酸化は、 MEK阻害剤u0126投
与により抑えられる。

C.アメロブラステン過剰発現細胞では、 EIkのリン酸化が認められる。
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A.アメロブラスチンのmRNAに対する各種primer

J　<

B.各種primerに対する増幅

ABCDEFIOO
bp

図12.非石灰化細胞におけるアメロブラステンの発現

A.アメロブラスチンのmRNAに対する各種primerの設計部位(表1参照)

B.骨芽細胞様細胞株(NOS-1)では、すべての領域でアメロブラスチンmRNAの発現がみ

られるが、石灰化能を有さない肩平上皮癌細胞株(HSC2)にもいくつかの領域(うでアメロ

ブラステンのmRNA発現が認められる。
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Ameloblastin
( sheathlin, amelin )

ノノ　　　　　　62kDa　　　　　　　　　　　＼＼

ヽ

B

1 5kDa Sheath DJtftein　　1 30

1 7kDa cle^v義e N-terminal 170171

23kDa C-terminal

25kDa SAPP　　　　301

Synthetic ameloblastin peptide (AMB-N)

図13.アメロブラステン合成ペプチド作製部位

図12の結果から石灰化と関連する可能性のある領域(車→)のうち、種を超えてよく保

存されているアメロブラステンN末端部の合成ペプチド(AMB-N)を作製することにした。
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A. RT-PCR

Confluent+ 2weeks

control AMB-N

図14. AMB-N添加の骨芽細胞への影響

AMB-N添加によりMC3T3-El細胞のALPおよびBSPのmRNA発現が上昇する。
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A. RT-PCR
Confluent+2weeks

control M3a M4a

ALP

COL

BSP

OCN

GAPDH

C. ALZ染色

B. ALP活性

control M3a M4a

Con fluent + 4weeks

:ヂ＼、
Control M3a

図15. AMB-N配列の遺伝子導入による骨芽細胞への影響

A.合成されたAMB-Nを細胞外へ分泌するM3a細胞のみで、 ALPおよびBSPのmRNA発

現が上昇する。

B. M3a細胞でのみ、ALP活性が上昇する(*p<0.05 )

C.M3a細胞でのみ、石灰化物形成能が上昇する。
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A. X線像

control

AMB-N

PGA　　(1 mg/ml)

B.新生骨の定量
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control PGA AMB-N

(1 mg/ml)

図16. AMB-Nの骨形成促進効果(X線学的評価)

A. AMB-N投与群ではcontro曙羊に比べ、早期の骨欠損閉鎖が観察される。

( PGA:プロピレングリコールアルギネート)

B.定量的評価でも、 AMB-N投与により有意な新生骨の形成が認められる。

calculated by Scion Image (*p<0.05 )
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A.ヘマトキシリンー工オジン染色

B.新生骨の定量
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皿　20
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control PGA AMB-N

(1mg/ml)

図17. AMB-Nの骨形成促進効果(組織学的評価)

A. AMB-N投与群ではcontro曙羊に比べ、新生骨形成の元進が観察される。

( PGA:プロピレングリコールアルギネ-ト)

B.定量的評価でも、 AMB-N投与により有意な新生骨量の増加が認められる。

calculated by Scion Image (*p<0.05 )
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アメロブラステン

一、＼

図18.アメロブラステンによる骨芽細胞の石灰化促進作用機序について

骨芽細胞がアメロブラスチンを合成・分泌し、細胞外基質に分泌されたアメロブラスチン

は、オートクラインまたはパラクライン的に細胞膜受容体CD63と結合する。その後、

MEK/ERKのリン酸化を介し、転写因子Elkを活性化し、石灰化関連因子の転写が促され

ることが示唆される。
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