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［緒言］ 

	 アメロジェニンはN末端側に疎水性領域，C末端側に親水性領域を持つ極性の強い分子で,

エナメル質形成時に大量に分泌され，エナメル質が石灰化する過程において分解される (藤

沢，久保木, 2000, Svensson et al., 2012)．エナメル質の形成以外にも，細胞の増殖や分化の

促進にアメロジェニンが関与することが報告されているが (Gestrelius et al., 1997, He et 
al., 2004, Tanimoto et al., 2012, Kunimatsu et al., 2016, Yoshimi et al., 2016)，その詳細は

明らかではない．これまでの多くの報告で用いられてきた動物から抽出したアメロジェニン

は，セリンプロテアーゼ等で切断された分解産物や増殖因子などアメロジェニン以外の生理

活性物質を含むため，アメロジェニンの活性そのものの解析には不適切である．そこで本研

究では，アメロジェニンの生理活性を解析するために，哺乳類細胞に発現させたリコンビナ

ント・ヒトアメロジェニンを大量に精製し，ラットエナメル上皮細胞由来細胞（HAT-7細胞）

とマウス骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1細胞）に対する細胞増殖能，石灰化誘導能および細胞

接着能を比較検討した． 

 
［方法］ 

（1）リコンビナント・ヒトアメロジェニンの作製 

 	 アメロジェニン遺伝子を含んだpAMELXv3-Myc-DDK -Histag プラスミドを作製し，タ

ンパク質発現用哺乳類細胞（EXPI細胞）に導入後，浮遊培養した培養上清を DDKアガロ

ースビーズにてアフィニティー精製した．サンプルはウエスタンブロッティング，銀染色，

MEM-CODE染色にて解析した． 

（2）細胞増殖能測定 

	 HAT-7細胞とMC3T3-E1細胞を播種し，細胞定着後にリコンビナント・ヒトアメロジェ

ニンを，もしくはエムドゲイン®ゲル（EMD）を添加した培養液に交換し3日後の細胞数を

計測した． 

（3）石灰化誘導能の解析  

	 HAT-7細胞とMC3T3-E1細胞を播種し，細胞の定着後，石灰化誘導培地にリコンビナン

ト・ヒトアメロジェニン，もしくはEMDを添加した培養液にて培養し，アリザリンレッド

S染色およびALP活性で評価した． 

（4-1）細胞接着能の解析 

	 細胞伸展能を調べるため，コントロールとしての0.1%BSA, フィブロネクチン，リコンビ
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ナント・ヒトアメロジェニン，EMDをコートしたチャンバーに，MC3T3-E1細胞を播種し

培養後固定し，DIOC6とDAPIで染色した細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した．  

 （4-2）阻害剤実験	  

	 チャンバーをフィブロネクチン，もしくはリコンビナント・ヒトアメロジェニンでコート

し， RGD ペプチドもしくはフィブロネクチンインヒビターを添加した培養液で

MC3T3-E1細胞を培養後, 位相差顕微鏡により細胞形態を観察した． 

（4-3）免疫蛍光組織化学染色 

	 コントロールとしての0.1%BSA, フィブロネクチン，リコンビナント・ヒトアメロジェニ

ン，EMD をそれぞれコートしたチャンバー上に， MC3T3-E1 細胞を播種し培養後，パキ

シリンの接着斑への局在を免疫組織化学的に観察した．  

 
［結果］ 

	 pAMELXv3-Myc-DDK-HisTag プラスミドを導入した EXPI 細胞の培養上清のウエスタ

ンブロッティング解析において，抗DDK抗体，抗 c-Myc抗体，および抗アメロジェニン抗

体に反応する30 kDa，33 kDa，65 kDaの複数のバンドが確認された．アフィニティー精

製後のウエスタンブロッティング解析では, 単量体アメロジェニンと考えられる 27 kDaバ

ンドに加えて, 2量体と思われる 54 kDaバンドが認められた. 銀染色およびMEM-CODE

染色でも同じバンドが認められたことからDDKビーズによって高純度のリコンビナント・

ヒトアメロジェニンが精製されたことが示された. この方法で 1.3×108 cells/50 mLあたり

450 µgのリコンビナント・アメロジェニンの精製が可能になった． 

	 リコンビナント・ヒトアメロジェニンは濃度依存的に HAT-7 細胞の増殖を抑制し，4 

µg/mLで細胞数を有意に低下させた．100 µg/mL EMDでも，同様の細胞増殖抑制作用が認

められた. さらに，4 µg/mLのリコンビナント・ヒトアメロジェニン存在下で培養したHAT-7

細胞では，アリザリンレッドSに染色される石灰化物の顕著な沈着とALP 活性の上昇が認

められた．EMDの添加ではALP活性を変化させなかった． 

	 MC3T3-E1細胞において，リコンビナント・ヒトアメロジェニン添加培地では細胞増殖の

変化は認められなかった．また，比較的低濃度（＜0.01 µg/mL）のリコンビナント・ヒトア

メロジェニンは石灰化物の沈着とALP活性を増加させたが，高濃度（4 µg/mL）のリコンビ

ナント・ヒトアメロジェニンでは石灰化物の沈着とALP活性を抑制した．同様に，EMDは

低濃度（＜1 µg/mL）のときにALP活性の上昇傾向を示し， 高濃度（100 µg/mL）でALP
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活性を有意に抑制した． 

	 リコンビナント・ヒトアメロジェニンをコートしたチャンバー上で MC3T3-E1 細胞を培

養したところ，細胞接着面の面積がコントロール（BSA）の約 1.98 倍に増大した．この細

胞伸展は，RGD ペプチドやフィブロネクチンインヒビターにより阻害された．MC3T3-E1

細胞の細胞伸展には, パキシリンが集積する接着斑が関与していることが免疫染色によって

示された． 

 
［考察］ 

	 本研究では，EXPI細胞にヒトアメロジェニンを大量に発現させ, DDKタグを用いたワン

ステップの精製で高純度のリコンビナント・ヒトアメロジェニンを得ることに初めて成功し

た．精製したアメロジェニンが示す分子量から，培養液中のリコンビナント・ヒトアメロジ

ェニンの大部分が2量体あるいは多量体として存在していることが示唆された．一方， EMD

に含まれるアメロジェニンはC末端を欠如しており (Jonke et al., 2016）, 生理活性にも違

いが認められた．例えば，リコンビナント・ヒトアメロジェニンは HAT-7 細胞の石灰化誘

導能やALP活性を上昇させたが，EMDにはそのような作用は認められなかった．このこと

は，HAT-7細胞の分化誘導にアメロジェニンの C末端が必要であることを示唆している．

また本研究では，MC3T3-E1細胞に対するリコンビナント・ヒトアメロジェニンの作用にお

いて，低濃度で ALP活性の上昇を， 高濃度で ALP活性の低下を起こすことを示した．さ

らに，リコンビナント・ヒトアメロジェニンは MC3T3-E1 細胞の接着性と細胞伸展を促進

することが明らかとなった．インテグリンの阻害剤を使った実験結果および抗パキシリン抗

体で免疫染色した結果から，リコンビナント・ヒトアメロジェニンによる MC3T3-E1 細胞

の接着・伸展能がインテグリンを介するadhesion pathwayを介して引き起こされているこ

とが示唆された． 

 
［結論］ 

	 高純度のリコンビナント・ヒトアメロジェニンを大量に精製する方法を確立し, アメロジ

ェニンが濃度や細胞種の違いによって異なる生理活性をもち，さらにインテグリンを介する

細胞接着性と伸展能を持つことが明らかとなった． 
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