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It is well accepted that immature enamel extracts have bioactivity such as induction of osteogenesis and

cementogenesis. We studied osteogenic factors in fractionated porcine enamel proteins.

Porcine enamel proteins separated into 4 fractions (fr. 1-fr. 4) by Sephadex G-100 gel filtration chromato-

graphy. These four fractions were tested for osteogenic activity on cell culture using human periodontal

ligament (HPDL) cells assessing of alkaline phosphatase (ALP) activity, mitogenic assay, arizarin red

staining, calcium content assay, and RT-PCR for osteogenic marker proteins . Exogenous growth factors

BMP-2 and TGF-ƒÀ1 were also compared for osteogenic activity. The fr. 3 showed increased osteoin-

ductive activity in HPDL cells. ALP activity enhanced by both TGF-ƒÀ1 and fr. 3 was blocked by adding

anti-TGF-ƒÀ antibody to HPDL cells, so fr. 3 contains TGF-ƒÀ1. Using RT-PCR for specific primer sets

based upon mouse and human mRNA sequences, we detected mRNAs of TGF-ƒÀ1 and ALK-5 in ameloblast

and odontoblast cell layers in porcine tooth germs.

These results show that osteoinductive activity in enamel extracts (fr . 3) on HPDL cells is mediated by

TGF-ƒÀ1, which may control periodontal mesenchymal cell differentiation. J Jpn Soc Periodontol 45: 384

•`393, 2003.
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要旨: ブタ幼若エナメル質からの抽出物 は骨形成能やセメン ト質形成能などの硬組織形成 を誘導する生理活性

があることが知 られている。そこで本研究では, その有効成分を明らかにす るために, 幼若 ブタ歯胚エナメル質

より抽 出したタンパク質を, ゲル濾過クロマ トグラフィーで分画 (fr.1～4) し, ヒ ト培養歯根膜 (HPDL) 細

胞を用いて, 骨誘導能を有する画分 (fr.3) を分離 した。HPDL細 胞 においてfr.3は アルヵ リホスファターゼ

 (ALP) 活性を上昇 させ, 石灰化 を誘導ならびに促進 した。さらに, 骨芽細胞のマーカーであるオステオポンチ

ン・オステオヵルシン, 骨 シアロタンパ ク質 (BSP) の遺伝子発現 を増強 させた。 トランスフォー ミング増殖

因子-β (TGF-β) 抗体にてfr.3を 前処理すると, HPDL細 胞のALP活 性の上昇は抑制 される結果が得 られた

ため, このfr.3のHPDL細 胞に対する生理活性作用 はTGF-β1に よるもの と考 えられた。 また, ブタ歯胚 よ

り調製 したエナメル芽細胞層や象牙芽細胞層においてTGF-β1の 強い遺伝子発現が認められた。これらの結果

か らブタエナメルタンパク中にはTGF-β1様 活性物質が存在 しており, 歯周組織再生において未分化間葉系細

胞の分化をコントロールしている可能性がある事が示唆された。
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索引用語: ブタエナメルタンパ ク分画画分, ヒト培養歯根膜 由来細胞, アルヵリホスファターゼ活性, トラン

スフォー ミング増殖因子-β1

緒 言

歯周疾患は歯周病原性細菌によって惹起 される炎症

性疾患であり, その病態は歯の支持組織を徐々に破壊

し, 歯 を喪失する原因の一つとなっでいる。歯周疾患

に対する治療法は, 従来の原因因子の除去のみを主体

とした方法か ら, 原因因子を除去した うえで, さらに

歯周組織の再生が期待 され る方法に変化 してきてい

る。 これか らの歯周治療の目標 は破壊された歯周組織

の完全な再生であ り, 効率良 くなおかつ安全 な処置法

の開発が期待されている。現在行われている再生療法

の一つに, 発生学的に歯周組織 を誘導するといわれて

いるエナメルマ トリツクスデリバ ティブ (EMD) を

利用 した方法がある。

ブタ幼若エナメル質か ら抽出されたエナメル抽出物

は骨形成1, 2) およびセメン ト質形成3～5) を誘導す るなど

の生理活性を持つことが報告 されている。 さらに, in

vivo, in vitroの研究か ら歯周組織再生を促す6～10) と

い うことで臨床応 用 され てい る。 しか しなが ら, 

EMDは 複数のタンパク質の混合体であるため, その

有効成分や作用機序に関 してはまだ十分 に明 らかにさ

れていない。

ブタエナメル質か らは構造タンパク質 としてアメロ

ゲニ ン11) , エナメ リン12) , シース リン13・14) (アメロブ

ラスチン15) , アメリン16) ) の3種 のマ トリックスタン

パ ク 質 と エ ナ メ リ シ ン (MMP-20) 17) , kalli-

krein-4 (EMSP-1) 18) の2種 のエナメルタ ンパ ク分

解酵素が現在同定されている。アメロゲニンには細胞

接着作用があ り, 歯周組織再生 に関連す る細胞 の増

殖, 遊走 を促進 している可能性 がある19) とい う報告

や, アメロゲニン遺伝子のスプライシング産物は軟骨

形成能を有 し, 皮下に移植すると硬組織形成を誘導す

る20) という報告があるが, アメロゲニ ンノックアウ ト

マウスの組織像では歯の萌出 と歯根膜 の形成が観察さ

れることから21) , アメロゲニ ンの歯周組織再生能 に関

しては否定的である。また, アメロゲニン以外のエナ

メリン, シースリンが骨形成および歯周組織再生に関

与 しているか どうかは, 今のところ不明である。

ブタエナメル質中には上記の成分以外に, 骨形成タ

ンパ ク質 (bone morphogenetic protein: BMP) 様

活性物質が存在 していることが最近の報告で明 らか と

なった2) 。さらに, EMDに は口腔上皮細胞 の増殖抑

制作 用が あ り, トラ ンス フォー ミング増殖 因子-β

 ( TGF-β) とほぼ同様 な作用を有 しているとの報告が

ある22) 。 これらの ことからEMDの 効果は単一一の物質

の作用によるとい うよりは, 複数の物質の相互作用に

よる可能性が高い と現在では考えられている。

歯周組織の再生に関わる歯根膜組織 は不均一な細胞

集団か ら成 り立ち23, 24) , 歯根膜中の未分化間葉系細胞

は多分化能 を有し, セメント芽細胞, 骨芽細胞, 線維

芽細胞 に分化 し得 ると考 えられてい る。しか しなが

ら, セメント芽細胞, 骨芽細胞, 線維芽細胞が共通の

前駆細胞から分化するのか, それともそれぞれに特異

的な前駆細胞が存在するのか どうかは, 今後の検討課

題 として残 されている。

現在, 臨床で広 く応用されているEMDは ブタエナ

メルタンパクの粗抽出物であるため, どの成分 に活性

があるかはまだ十分 に明 らか にされて はいない。ま

た, EMDの 抗原性 は非常に低い ことが報告されてい

るものの25) , ブタの歯胚由来の抽出物をヒトに臨床応

用す ることに対する懸念や安全性 に関する問題が残っ

ている。また, EMDに よる歯周組織の再生は常 に起

こる現象ではないという報告 もあ り26) , 適応症 も限 ら

れていることか ら, 臨床成績を含め, 現状では完全に

満足できる結果が得 られていない。

そこで本研究では, より安全で効果的な歯周組織再

生療法 を開発す るために, ブタ幼若エナメル質か らエ

ナメルタンパクを抽出し, 分画して得た各分画画分の

ヒト歯根膜 (HPDL) 細胞への影響 を検討 し, 生理

活性物質を明 らかにした。

材料 と方法

1.ブ タ永久歯歯胚か らの幼若エナメル質 と細胞群

の調製

全ての操作は4℃ あるいは氷冷下で行った。

屠殺直後の約6ヵ 月齢の新鮮 なブタ下顎骨 を持ち帰

り, 永久歯歯胚 を摘出した。摘出 した歯胚か ら周囲軟

組織および歯髄 を除去後, 生理食塩水で洗浄, 歯の表

面 に残る水分 をキムワイプで拭い採集用試料 とした。

幼若エナメル質のチーズ様硬 さの基質形成期表層なら

びに深層をスパーテルで採取した。

摘出した永久歯歯胚から, 歯嚢を剥いた際, エナメ

ル器 内側 に存在す る基質形成期 エナメル芽細胞 層

 (SA) と, 歯の表面に付着 して残 る成熟期エナメル芽

細胞層 (MA) をサンプ リングした。象牙芽細胞の調

製は, 歯胚から歯嚢を剥いた後に, まず最初にエナメ
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ル芽 細 胞 の混 入 を避 け る た め に 歯 の 表 面 をキ ム ワ イ プ

で拭 った 。 歯 髄 組 織 を引 き抜 い た 後 に, デ ン タル エ ン

ジ ン とヵ ッテ ィ ング デ ィ ス ク を用 い て エ ナ メ ル 質 の移

行 期 に相 当 す る部 位 に て歯 を横 断 分 割 し, 象 牙 質 表 面

に残 る象 牙 芽 細 胞 を, 基 質 形 成 期 エ ナ メ ル芽 細 胞 の位

置 に相 当 す る幼 若 期 象 牙 芽 細 胞 層 (YO) , 成 熟 期 エ

ナ メ ル 芽 細 胞 の位 置 に相 当 す る成 熟 期 象 牙 芽 細 胞 層

 (MO) に分 け て サ ン プ リ ン グ し た 。 ま た, 引 き抜 い

た 歯 髄 組 織 の 最 外 層 を前 駆 象 牙 芽 細 胞 層 (PO) と し

て, 中 央 部 分 を歯 髄 細 胞 (DP) と し て サ ン プ リ ン グ

した27・28) 。

2.エ ナ メル タ ンパ ク の 抽 出 と分 画

採 取 して 集 めた 幼 若 エ ナ メル 質 は0.05MSδrensen

バ ッフ ァー (pH7.4) に縣 濁 し, ポ リ トロ ン ホ モ ジ

ナ イ ザ ー (Kinematica, Littau, Switzerland) を 用

い て6, 000rpmで30秒 間 ホ モ ジ ナ イ ズ を行 い, そ の

縣 濁 液 を10, 000×gで10分 間 遠 心 して 可 溶 性 画 分 を

得 た 。 この操 作 を3回 繰 り返 し て抽 出 され た画 分 を 中

性 可 溶 性 画 分 と し た 。 そ の 不 溶 性 画 分 を, さ ら に

0.05M炭 酸 バ ツフ ァー (pH10.8) に 縣 濁 し, ホ モ

ジナ イ ズ して 遠 心 す る操 作 を繰 り返 して 抽 出 し, ア ル

ヵ リ可 溶 性 画 分 を得 た 。

抽 出 し た ア ル ヵ リ可 溶 性 画 分 を 限 外 濾 過 膜 で あ る

YM-1 (MilliporeCorporation, MA, USA) の メ

ン ブ レ ン で 濃 縮 後, 0.05M炭 酸 バ ッ フ ァー (pH

10.8) で 平 衡 化 して あ るSephadex(R) G-100ヵ ラ ム に

て ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 っ た。 波 長280

nmの モ ニ タ ー下 で, 得 られ た 四 つ の ピー ク を それ ぞ

れfr.1～fr.4の 画 分 と し て 分 離 し た 。 各 画 分 は, 0.5

M酢 酸 で 平 衡 化 し て あ るPD-10ヵ ラ ム (Amer-

sham-PharmaciaBiotech, Uppsala, Sweden) に

て 脱 塩 し, 凍 結 乾 燥 を行 い, マ イ ナ ス30℃ で 保 存 し

た13・29) 。

3.細 胞 培 養

鶴 見 大 学 歯 学 部 倫 理 委 員 会 の 規 定 に基 づ き, 鶴 見 大

学 歯 学 部 附 属 病 院保 存 科, 矯 正 科 を受 診 し, 実 験 へ の

付 与 に 同 意 の得 られ た 健 全 な 歯 周 組 織 を有 す る患 者 の

抜 去 歯 よ りSomermanら の 方 法 に従 い3q31) , ヒ ト歯

根 膜 (HPDL) 由 来 の 細 胞 を 得 た 。HPDL細 胞 は

10%牛 胎 児 血 清 (FBS;AsahiTechnoglass, 

Chiba, Japan) お よ び1%ペ ニ シ リ ン―ス トレ プ トマ

イ シ ン (Pn-St;50U/m1ペ ニ シ リ ンG, 50μg/ml

ス トレ プ トマ イ シ ン;GIBCO-BRLLifeTechnol-

ogies, Grand Island, USA) 含 有 α-Modification

of Eagle'sMedium (α-MEM;GIBCO-BRL) に て

37℃, 5%CO2存 在 下 で培 養 し た。 継 代 培 養 に は ト リ

プ シ ン ーEDTA (0.05%ト リ プ シ ン, 0.53mM

EDTA;GIBCO-BRL) を 用 い 継 代 数6回 以 下 の 細

胞 を実 験 に使 用 した。

4.ア ル カ リホ ス フ ァ ター ゼ (ALP) 活 性 の 測 定

HPDL細 胞 を96穴 プ レー トに5×105/mlの 細 胞 数

で 均 一 に 播 種 後, 10%FBSお よ び1%Pn-St含 有

α一MEMに て37。C, 5%CO2存 在 下 の 条 件 で 培 養 し

た 。24時 間 後 に各 ウ ェル の 培 養 液 を10nM活 性 型 ビ

タ ミ ンD3 (CALBIOCHEMBioscienceinc, La

Jolla, CA, USA) を加 え た 培 養 液 に 交i換 し, 1mg/

mlの 各 エ ナ メ ル タ ンパ ク 分 画 画 分 (fr.1～4) を50

μg/mlの 濃 度 とな る よ う に添 加 した 。 エ ナ メ ル タ ン

パ ク 分 画 画 分 添 加72時 間 後, 各 ウ ェ ル はPBSで 洗

浄 し, 10mMパ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸, 5mM

MgCl2, 100mM2-ア ミ ノ2-メ チ ル1, 3プ ロ パ ン ジ

オ ー ル 塩 酸 緩 衝 液 (pH10.0) か らな る反 応 液100μ1

を加 え て10分 間 室 温 で イ ン キ ュベ ー シ ョン し, 反 応

停 止 に0.2MNaOH50μ1を 加 え た。 生 成 さ れ た パ

ラ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル は マ イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ ー

 (Bio-Rad Model 450, Hercules, CA, USA) を 用

い, 波 長405nmに て 吸 光 度 を 測 定, ALP活 性 を 有

す る 画 分 を特 定 した 。 ま た こ の 際, HPDL細 胞 の 培

養 系 に リ コ ン ビ ナ ン トBMP-2 (Osteogenetics

GmbH, Germany) と リ コ ン ビ ナ ン トTGF一 β1 (R

& D Systems Inc, MN, USA) を添 加 し, 比 較 対 照

と した 。

また, TGF-β 抗 体 に よ るALP活 性 の 阻 害 実 験 と

して, 同様 な 条 件 下 で 培 養 し, 24時 間 後 に あ らか じ

め エ ナ メ ル タ ンパ ク 分 画 画 分 のfr.3 (30μg/ml) に

各 々0.1, 1, 10μg/mlのTGF-β 抗 体 (R & DSys-

tems Inc, MN, USA) を加 え て 室 温 に て1時 間 イ

ン キ ュベ ー シ ョ ン し て 添 加 し, 4日 後 にALP活 性 を

測 定 し た。 ち な み に, 本 方 法 でALP活 性 を測 定 す る

と1吸 光 度 (O.D.) あ た り0.0027UのALPが 存 在

す る。

5.細 胞 増 殖 (生 細 胞 数) の測 定

HPDL細 胞 を96穴 プ レ ー トに3×104/m1の 細 胞 数

で 均 一 に 播 種 後, 10%FBSお よ び1%Pn-St含 有

α一MEMに て37℃, 5%CO2存 在 下 の 条 件 で 培 養

し, ALP活 性 の 測 定 時 と同 様 に24時 間 後 か ら各 エ ナ

メ ル タ ンパ ク分 画 画 分 (50μg/ml) を作 用 させ た 。

分 画 画 分 添 加72時 間 後, 10mg/mlに 調 製 し た テ ト

ラ ゾ リ ウ ム 塩 (MTT;Sigma, St.Louis, MO, 

USA) 10μ1を 各 ウ ェル に直 接 加 え, さ ら に4時 間 培

養 し た 。 培 養 後PBSで 洗 浄 し, ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ

ド (DMSO) 100μ1を 加 え て10分 間 振 動 さ せ, 生 成

さ れ た ホ ル マ ザ ン は マ イ ク ロ プ レー ト リー ダ ー

 (Bio-Rad Model 450, Hercules, CA, USA) を 用
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表1 PCRプ ライ マー

い, 波 長570nmに て 吸 光 度 を測 定 し検 出 した 。 ち な

み に, 本 方 法 で細 胞 増 殖 能 を測 定 す る と, 生 成 さ れ る

ホ ル マ ザ ン の量 は細 胞 数 と直 線 的 な比 例 関 係 に あ る。

6.石 灰 化 能 の 測 定

HPDL細 胞 を24穴 プ レ ー トに3×104/mlの 細 胞 数

で 均 一 に 播 種 後, 10%FBSお よ び1%Pn-St含 有

α-MEMに て37℃, 5%CO2存 在 下 の 条 件 で 培 養 し, 

24時 間 後 に エ ナ メ ル タ ン パ ク 分 画 画 分 (25μg/

ml) , 50μMア ス コ ル ビ ン 酸, 10rnMβ-グ リ セ ロ リ

ン酸, 10nM活 性 型 ビ タ ミンD3を 添 加 した 骨 芽 細 胞

へ の分 化 誘 導 細 胞 培 養 液 に交 換 して 培 養 した 。 上 記 の

培 養 液 を72時 間 毎 に 交 換 し15日 間 の 培 養 後, PBS

で 洗 浄 しメ タ ノ ー ル で10分 間 固 定 し, さ ら に ミ リポ

ア水 で再 度 洗 浄 した 。 生 成 さ れ た 石 灰 化 結 節 は1%ア

リ ザ リ ン レ ッ ドS (Sodium alizarin sulfonate;

Sigma, St.Louis, MO, USA) , 1%ア ン モ ニ ア 水

を含 む 染 色 液 に て15分 間 染 色 し た。 ま た 同 様 に, 15

日 間 の 培 養 後, HPDL細 胞 に沈 着 し た ヵ ル シ ウ ム を

ヵ ル シ ウ ムCテ ス トキ ッ ト (Wako, Japan) を 用 い

て 定 量 した 。

7.RT-PCR

HPDL細 胞 を 直 径6cmシ ャー レ に1×105/mlの

細 胞 数 で播 種 後, 石 灰 化 能 の 測 定 の 項 で 記 した条 件 で

培 養 した 。 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 誘 導 細 胞 培 養 液 は72時

間 毎 に交 換 し, 石 灰 化 誘 導 開 始 か ら1, 4, 7, 10日 目

のHPDL細 胞 よ りRNA-zolB (TEL-TESTINC, 

TX, USA) を用 い て トー タ ルRNAを 分 離 し, 分 離

したRNAを 元 にReady to go You-primed First-

Strand Beads kit (Amersham-Pharmacia Biotech, 

Piscataway, NJ, USA) を 用 い てPcRテ ン プ レー

トを調 製 した 。 グ リセ ロ ア ル デ ヒ ドー3リ ン酸 一デ ヒ ド

'ロゲ ナ ー ゼ (GAPDH) (Clontech, Palo Alto, CA, 

USA) を コ ン トロ ー ル と し, 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 マ ー

カ ー と して 選 択 し た各 種 プ ライ マ ー (表1) を 用 い て

PCRを 行 い 特 定 の 遺 伝 子 を 増 幅 し た (Perkin-

Elmer/GeneAmp PCR system 9600) 。PCR反 応

 (94。C5分 間/94℃30秒 間, 55℃30秒 間, 72℃30秒

間 を1サ イ クル と して, 計30サ イ ク ル/72℃10分 間) 

終 了 後, 電 気 泳 動 で検 定 した 。

ま た, ブ タ 歯 胚 よ り サ ン プ リ ン グ し た 組 織 か ら

Strataprep Total RNA Miniprep Kit (STRATA-

GENE, LaJolla, CA, USA) を 用 い て トー タ ル

RNAを 分 離 し, 分 離 したRNAを 元 にReadytogo

You-primed First Kitを 用 い てPCRテ ン プ レ ー トを

調 製 した 。GAPDHを コ ン ト ロー ル と し, エ ナ メ ル

タ ン パ ク を産 生 し て い る エ ナ メ ル 芽 細 胞 に お け る

TGF-β1の 遺 伝 子 発 現 状 態 を 確 認 す る た め に, 

TGF-β1と そ の 受 容 体 で あ るALK-5プ ラ イ マ ー を

用 い て (表1) PCRを 行 い 特 定 の 遺 伝 子 を増 幅 し, 

電 気 泳 動 で検 定 した 。

8.電 気 泳 動

Laemmliの 方 法 に従 い32) , 1%SDSを 含 む15%ポ

リア ク リル ア ミ ドゲ ル で各 エ ナ メル タ ンパ ク分 画 画 分

の 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 タ ン パ ク バ ン ド は0.125%

Coomassie brilliant blue R250 (CBB) に7%酢 酸, 

50%メ タ ノ ー ル 溶 液 を加 え て 調 製 した 染 色 液 で 検 出

し た 。 脱 色 は7.5%酢 酸, 5%メ タ ノ ー ル 溶 液 に て

行 っ た 。 分 子 量 測 定 の た め の標 準 タ ンパ ク質 と し て, 

分 子 量 マ ー カ ー (Bio-Rad Low Range standards, 

Hercules, CA, USA) を用 い た 。

PCR反 応 終 了 後, 4.5%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル

電 気 泳 動 を行 い, エ チ ジ ウ ム ブ ロマ イ ドに て染 色, 紫

外 線 下 でPCRプ ロ ダ ク トを確 認 した 。
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 (a)  (b) 

図1エ ナ メル タ ンパ ク抽 出物 のゲ ル濾過 クロマ トグ ラ フィー (a) お よび電 気泳動 像 (b) 

幼若 ブタ歯胚 エ ナメ ル質 よ り抽 出 した タ ンパ ク質 を, 流 速15mL/hrで ゲル 濾過 ク ロマ トグ ラ フ

ィー にて分 画 し, 得 られた4つ の ピー ク を それ ぞれfr.1～fr.4の 画 分 として分 離 した。分 離 した各

エ ナメル タ ンパ ク分 画画 分 の1%SDSを 含 む15%ポ リア ク リル ア ミドゲ ル に よる電 気泳 動 像 を示

す。MW: 分 子量 マ ー カー。

図2 ALP活 性 に及 ぼ す エナ メル タ ンパ ク分 画

画 分 の影 響

分 離 したエ ナ メル タ ンパ ク分画 画分 の うち, 第

3番 目の ピー ク と して 回収 した画 分 で あ るfr.3の

影 響 に よ りHPDL細 胞 のALP活 性 の上 昇 が認

め られ る。 エナ メル タ ンパ ク画分 無添 加群 をコ ン

トロール とす る。平 均値 ±標 準誤 差 (n=3) 。

9.統 計学的分析

データの分析にはStudent-t検 定を用い, 有意水準

をp<0.01と した。

結 果

1.エ ナメルタンパク抽出および分画

ブタ幼若エナメル質か ら中性可溶性画分 は約30%

回収され, 残 りはアルヵリ可溶性画分 として回収 され

た。エナメルマ トリックスの結晶に結合 しているもの

は僅かであった。そこで, アルヵリ可溶性画分 に注目

し, ゲル濾過 クロマ トグラフィーで分画 した (図1

a) 。

分画 した各画分の電気泳動像 (図1b) か ら, 主 に

fr.1は17, 15kDaシ ース リンや ア メロゲ ニ ンを含

み, 会合体を形成 してい る画分であることが分かっ

た。fr.2は25, 23, 20kDaア メロゲニ ン を, fr.3は

13kDaア メロゲニ ンを, fr.4は6kDaア メロゲニ ン

を主に含む画分であることが確認された29) 。

2.HP肌 細胞 に対 するエナメルタンパ ク画分に

よるALP活 性, 細胞増殖への影響

エナメル タンパ ク画分 のうち, fr.3をHPDL細 胞

の培養系に添加すると, HPDL細 胞のALP活 性は上

昇 した。他の画分 ではALP活 性の上昇 は認 め られ

ず, fr.2を添加す ると, むしろALP活 性が抑制 され

た (図2) 。また, リコンビナ ン トBMP-2を 添加 し

た場合はfr.2と 同様 にALP活 性が抑制され, リコン

ビナン トTGF-β1が 添加 された場合ではfr.3と 同様

にALP活 性が上昇 した。

細胞増殖効果はどのエナメルタンパ ク画分による刺

激 においても顕著な差は認められなかった (図3) 。

TGF-β 抗体 でfr.3を 前処 理 し, その後HPDL細

胞の培養系に添加した ところ, HPDL細 胞のALP活

性 は1μg/mlま では濃度依存的に抑制 したが, それ

以上の濃度では抑制効果 に変化 は認め られなかった

 (図4) 。

3.fr.3に よる石灰化誘導

HPDL細 胞 を骨芽細胞への分化誘導細胞培養液で

15日 間培養 して, 各エナメルタ ンパク分画画分 の石

灰化誘導能 を調べた ところ, fr.3を 添加 したHPDL
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図3細 胞 増殖 に及 ぼすエ ナメ ル タ ンパ ク分画 画

分 の影響

HPDL細 胞 の細 胞 増 殖効 果 は どの エ ナ メ ル タ

ンパ ク画分 に よる刺 激 にお いて も顕著 な差 は認 め

られ な い。エ ナ メル タ ンパ ク画分 無添加 群 をコ ン

トロ ー ル とす る。 平 均 値 ±標 準 誤 差 (n=3) 。

N.S: 有意 差 な し。

図5石 灰化能に及ぼすfr.3の影響

HPDL細 胞を骨芽細胞への分化誘導細胞培養

液で培養して, 石灰化能を調べたところ, fr.3を

添加したHPDL細 胞の方が非添加の場合よりも

石灰化結節の形成を促進し, ヵルシウムの形成も

有意 に促進 され る。平均値±標準誤 差 (n=

2) 。*: p<0.01。

細胞の方が非添加の場合 よりも石灰化結節の形成 を促

進し, カルシウムの沈着 も有意 に促進 された (図5) 。

他の画分 については石灰化誘導能が確認 されなかっ

た。

また, 石灰化誘導条件下でのRT-PCRの 結果, 骨

芽細胞への分化マーカーであるALP, オステオポン

チン, 成熟した骨芽細胞 に特異的な遺伝子であるオス

テオ カル シン, 骨 シアロタ ンパ ク質 (bone sialo-

protein;BSP) 全てにおいてfr.3を 添加 した場合 の

方に, より強い遺伝子発現が認め られた (図6) 。ま

図4 TGF-β 抗 体 の影 響 に よ るALP活 性 の抑

制 効 果

TGF-β 抗体 でfr.3を 前 処理 し, そ の後HPDL

細 胞 に添 加 した と ころ, HPDL細 胞 のALP活 性

はTGF-β 抗 体 の影 響 に よ り1μg/mlま で は濃

度 依存 的 に 「有意 に」抑制 す るが, そ れ以上 の=濃

度 で は抑 制効 果 に変 化 は認 め られ な い。fr.3無 添

加 群 を コ ン トロ ー ル とす る。平 均 値 ±標 準 誤 差

 (n=3) 。*: p<0.01。

図6骨 関連遺 伝 子 の遺 伝子 発現

に及 ぼすfr.3の 影響

HPDL細 胞 を骨芽 細 胞 へ の分 化 誘 導 条 件 下 で

培 養 後, トー タ ルRNAを 抽 出 し, GAPDH発

現 量 で 標 準 化 したPCRテ ンプ レー トを 用 い て

PCRを 行 った結 果 を示 す。ALPは 培 養 開始1日

後, オ ス テオ ポ ンチ ンは4日 後, オス テオ ヵル シ

ン, BSP, TGF-β1, ALK-5は10日 後 の 泳 動

像 を図示す る。fr.3を 添 加 した場 合 の方 に, 骨 関

連 遺 伝 子 の 発 現 の増 強 が 認 め られ る。 ま た, 

TGF-β1, ALK-5の 遺 伝 子発 現 に関 して はfr.3

添 加 に よる変化 は認 め られ ない。

た, TGF-β1と そのレセ プターであるALK-5の 遺

伝子発現に変化 は認められなかった。 この事からfr.3

はHPDL細 胞 に作用 してTGF-β1の 発現 を増強 さ
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図7ブ タ歯胚 にお け るTGF-β1お よ びALK-

5遺 伝 子 の発現

ブ タ歯 胚 か らサ ンプ リン グ した組織 か ら トー タ

ルRNAを 抽 出 し, GAPDH発 現 量 で 標 準 化 し

たPCRテ ンプ レ ー トを用 い てPCRを 行 った 結

果 を示 す。 図中SAは 基 質形成 期 エ ナメル芽 細 胞

層 の, MAは 成 熟期 エ ナメ ル芽細 胞 層 の, YOは

幼若 期象 牙芽 細胞 層 の, MOは 成 熟期 象 牙芽細 胞

層 の, PDは 前駆 象牙 芽 細 胞 層 の, DPは 歯 髄 細

胞 の泳 動 像 を示 す。TGF-β1は 基 質形 成 期 エ ナ

メル芽細 胞 層 におい て はその発現 は弱 く, 成熟 期

エ ナ メル芽細胞 層, 幼 若期 お よび成熟 期 象牙芽 細

胞 層 で強 い発 現 が 認 め られ る。 また, ALK-5は

エ ナ メル芽細胞 お よび象牙 芽細胞 層 に おい て成 熟

度 に関 係 な く強 い発 現 が 認 め られ る。MW: 分

子 量 マ ー カ ー (Molecular-size standard, 

PhiX 174 DNA-Hae III Digest, New England

Biolabs, MA, USA) 。

せ ることで2次 的 に作用す るのではな く, HPDL細

胞 に直接作用 している可能性がある ことが確認 され

た。 また, 他の画分 については骨芽細胞のマーカー遺

伝子の発現増強効果 は認められなかった。

4.ブ タ歯胚におけるTGF-β1とA正K-5の 発現

歯の発生期 におけるTGF-β1とALK5の 遺伝子

発現 をRT-PCR法 で確認 した ところ, TGF一 β1は

基質形成期エナメル芽細胞層 においてその発現は弱

く, 成熟期エナメル芽細胞層, 幼若期お よび成熟期象

牙芽細胞層で強い発現が認め られた。また, ALK-5

はエナメル芽細胞および象牙芽細胞層において成熟度

に関係な く強い発現が認められた。それに対 して, 前

駆象牙芽細胞 層, 歯髄細 胞 において はTGF-β1, 

ALK-5の 遺伝子発現 は認められなかった (図7) 。

考 察

有効な歯周組織再生 を実現させ るために, エナメル

抽出物の生理活性 を, 多分化能を有するHPDL細 胞

の培養系を用いて調べた。ブタ幼若エナメル質から抽

出 したエナ メル タンパ クをゲル濾過 ク ロマ トグラ

フィーで分画 して得 られた画分 について調べた とこ

ろ, 三番 目に溶 出 した画分 (fr.3) がHPDL細 胞の

ALP活 性 を上昇 させ, 石灰化誘導能 を亢進させ るこ

とが確認 された。さらに, 骨芽細胞への分化マーヵ一

であるALP, オステオポンチン, オステオヵルシン, 

BSPの 遺伝子発現 を調べた結果, これ ら全ての遺伝

子に発現の増強が観察 され, 培養HPDL細 胞 は骨芽

細胞の分化 と同様の特徴 を示 した。歯根膜中に含まれ

る未分化間葉系細胞は骨芽細胞やセメン ト芽細胞 に分

化すると考 えられているが, セメント質のマーカータ

ンパ クが発見 されていない ことか ら, HPDL細 胞が

誘導した石灰化物が骨かセメン ト質かを明 らかにする

ことは困難であったが, fr.3に よるALP活 性 の上昇

と石灰化誘導能の亢進はHPDL細 胞が骨芽細胞ある

いはセメント芽細胞へ分化したことによるもの と考え

られた。

HPDL細 胞はEMD刺 激によってTGF― β1を 産生

するとの報告がある33・34) が, 今回の研究ではエナメル

タンパク分画画分 による刺激 を与 えても, HPDL細

胞 におけるTGF-β1の 遺伝子発現 に変化 は認められ

なかった。この結果は, 今回実験で用いたエナメルタ

ンパク分画画分が市販のEMDと は異なる回収, 精製

法で得たものであるため と考えられる。今回用いたエ

ナメルタンパク分画画分 は, 幼若エナメル質から中性

可溶性 画分 を抽出 した後 の不溶物 に, 0.05M炭 酸

バッファーを加えて可溶化したアルヵリ可溶性画分か

ら得てお り, 幼若エナメル質か ら0.5M酢 酸溶液 で

抽 出した全ての可溶性画分を含んでいる4) EMDと は

成分が異なると思われる。 これ らのことか ら, fr.3は

EMDの ようにTGF一 β1の 発現 を増強 させ ることで

2次 的に作用 したのではな く, 未分化問葉系細胞であ

るHPDL細 胞 を骨芽細胞, あるいはセメン ト芽細胞

へ分化させるように直接的に働いたと考えられる。

このfr.3に 含 まれる生理活性物質 をリコンビナン

トBMP-2, TGF-β1と 比較 して検討 した。その結

果, fr.3がHPDL細 胞 を石灰化能 を有する細胞 に分

化させ る挙動 はリコンビナン トTGF-β1に よる挙動

と同じであることが判明 した。 また, TGF-β1と 似

たような構造 を持つTGF-β2に ついて も同様 に実験

を行ったところ, その作用はTGF-β1と 比較 して弱

かった (デ ータ未 発 表) 。そ こで, fr.3画 分 中 か ら

TGF-β1の 検出を試 みたが, TGF-β 抗体 を使用 し

ての免疫学的な方法で検出することはできなかった。

したがって, その濃度は非常に低いと考 えられた。 し

かしなが ら, HPDL細 胞 の培養系を用いた生物学的
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検出方法においては, あらかじめTGF-β 抗体 を加え

て中和す ると, fr. 3に よるALP活 性 の上昇 は阻害さ

れたことか ら, fr. 3画 分中に含まれる生理活性物質は

TGF-β1で あることが示唆された。 また, 免疫学的

な手法でTGF-β1を 検 出することが困難であったた

め, 幼若ブタエナメル質 にTGF-β1が 存在 している

可能性があるか確認するため, 歯の発生期のエナメル

芽 細 胞 お よ び 象 牙 芽 細 胞 に お け るTGF-β1と

ALK-5の 遺伝子発現 をRT-PCR法 で調べた。ブタ

歯胚 中のエナメル質, 象牙質周囲の細胞か らTGF-

β1の 強い遺伝子発現が認め られ, TGF-β1の 受容

体であるALK-5の 遺伝子の発現 も認められた。エナ

メル質, 象牙質周囲の細胞か らTGF-β1遺 伝子の発

現が認 められた ことと, TGF-β 抗体でその作用が抑

制された阻害実験の結果 とをあわせて考えると, 幼若

エナメル質中にTGF-β1様 活性物質が存在する可能

性があると結論で きる。 また, 歯 の周囲の細胞 か ら

TGF-β1遺 伝子が発現 していることか ら, TGF-β1

が歯の発生過程において重要な働 きをしていることが

示唆 された。 しか しなが ら, 幼若 エナメル質 中 の

TGF-β1の エナメル質形成への関与 については今後

の研究の課題であると考えられ る。

骨の抽出物 に骨誘導能がある1に とは以前か ら知 ら

れ, その活性物質 はTGF-β スーパーファミリーの一

員であるBMPと して35) 精製およびクローニングされ

た36, 37) 。BMPはin vivo, in vitroに おいて骨誘導能

を持ち合わせており38) , 最近, ブタエナメルタンパク

抽出物がマウス骨髄間葉系細胞 であるST2のALP

活性を著 しく上昇させ, それ らの活性物質がノギンに

よる阻害実験でBMP-2あ るいはBMP-4で ある事が

報告 されている2) 。今回の研究 で は, HPDL細 胞 の

ALP活 性はそのBMP様 活性物質が含 まれている画

分であるfr. 2お よび リコンビナン トBMP-2で 抑制

され, fr. 3お よびTGF-β1に よる影響 とは相反する

結果を示 した。また, マウス頭蓋骨 由来の骨芽細胞で

あるMC3T3-E1 (Riken Cell Bank, Tsukuba, 

Japan) を用いて同様 に実験 を行 った ところ, MC3

T3-E1のALP活 性 はfr. 2で 上昇 し, fr. 3で 抑制 さ

れた (デ ータ未発表) 。 これ らの結果 はHPDL細 胞

と骨芽細胞へ分化 した細胞 とでは成長因子に対する反

応性が異なるという可能性を示 している。

今回の研究結果から, 幼若ブタエナメル質 には以前

報告のあったBMP様 活性物質が含 まれている分画画

分 とは別の画分にTGF-β1様 活性物質が含まれてい

ることが明らか となった。TGF-β1は 軟骨細胞には

促進的に, 骨芽細胞では抑制的に働 くことが知られ, 

細胞によって働 きが異なる39, 40) ことが報告 されている

が, 歯根膜由来の未分化間葉系細胞に対 して, その分

化の初期段階においてTGF-β1様 活性物質が働 いて

骨芽細胞への分化を促進 していることが考 えられる。

さらに, 幼若ブタエナメル質にはBMP様 活性物質 も

含 まれていることか ら, その抽出物 を歯周組織再生療

法に応用 した際, 歯槽骨中の骨芽細胞や, 歯根膜中の

未分化間葉系細胞からTGF-β1様 活性物質 によって

分化した骨芽細胞に対 して, さらにBMP様 活性物質

が働 いて分化 を促進させるように働いている可能性が

あると考 えられる。

現在臨床の場で広 く用いられているEMDの 有用性

を高めるために, 今後TGF-β とBMPの 相互作用の

研究を進めることによ り, 歯周組織の再生をさらに効

率的にすることがで きる可能性があることが示唆 され

た。
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