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内 容 の 要 旨

　【材料と方法】
　（1）In vivo における TGF-βの活性化
　生後 5 日齢および 11 日齢の Mmp20 野生型マウス（Mmp20-WT），Mmp20 ヘテロノックアウトマウス（Mmp20-Het），
Mmp20 ノックアウトマウス（Mmp20-KO）の第 1 大臼歯からエナメルタンパクを抽出して，① SDS-PAGE 上のタンパク
質の変化を観察した．次いで，②タンパク画分中の TGF-βアイソフォーム量を ELISA を用いて測定した．さらに ③タン
パク画分中の TGF-βアイソフォームの活性をヒト歯根膜由来培養細胞（HPDL）に対して上昇したアルカリフォスファター
ゼ（ALP）活性値として評価した．
　（2）TGF-T アイソフォームの成熟期エナメル芽細胞に及ぼす作用
　マウス培養エナメル上皮細胞（mHAT9d 細胞）に TGF-βアイソフォーム（β 1，12，23）を個別に添加し，10％ウシ血
清を加えた DMEM/F12 培地を用いて 5％CO2 空気中 37℃の条件下で 10 日間培養した．④ mHAT9d 細胞から total RNA
を調製し，定量 PCR を行ってエナメル質の各形成ステージに特有の遺伝子マーカー発現量を確認した．また，⑤ TGF-β
アイソフォームのアポトーシスに対する影響を検討する為に，活性化されたカスパーゼ 3 の分布を免疫染色にて確認した．
次いで，TGF-βアイソフォームがエンドサイトーシスに及ぼす作用を検討するために，生後約 5 か月のブタ下顎骨第 2 大
臼歯より水溶性アメロゲニンを精製し，HyLyte Fluor 647 で蛍光標識を行った．⑥ mHAT9d 細胞に TGF-βアイソフォー
ム（β1，β2，β3）を個別に添加し，終濃度 1 mg/ml で蛍光標識されたアメロゲニンを作用させ，アメロゲニンの取り込
みを蛍光顕微鏡にて観察した．
　【結果および考察】
　① SDS-PAGE において，生後 5 日齢マウスでは，Mmp20-WT と Mmp20-Het は，アメロゲニンの分解が生じていたが，
Mmp20-KO は，アメロゲニンのオリジナルのスプラシング産物だけが観察された．一方 11 日齢マウスでは，Mmp20-WT
および Mmp20-Het と Mmp20-KO では，エナメルタンパクの異なる分解が観察された．
　②生後 5 日齢，11 日齢マウスともに Mmp20-KO における TGF-β活性が Mmp20-WT や Mmp20-Het に比べて減少して
いた．
　③形成過程のエナメル質において TGF-βのアイソフォームは TGF-β 1≒β 3＞β 2 の順に多く含まれていることが確認
できた．
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　④今回使用した mHAT9d 細胞では，形成期エナメル芽細胞よりも成熟期エナメル芽細胞が合成するタンパク遺伝子の発
現を検出した．さらに，それらの多くは TGF-β3 の添加では発現量が低下することが判明した．
　⑤ TGF-βアイソフォームのエナメル芽細胞のアポトーシスに対する影響は，TGF-β3 添加群においてカスパーゼ 3 陽性
細胞の割合が優位に高かった．
　⑥蛍光標識された水溶性アメロゲニンは mHAT9d の細胞内に取り込まれ，その蛍光強度は TGF-β1 と TGF-β3 を添加
した群において増強した．
　以上のことより，幼若エナメル質中の TGF-βは Mmp20 によって活性化され，活性型 TGF-βはアイソフォーム特異的
に成熟期エナメル芽細胞の遺伝子発現，アポトーシス誘導およびアメロゲニンのエンドサイトーシス誘導を制御することが
示唆された．

審査の結果の要旨

　トランスフォーミング成長因子ベータ（TGF-β）は，歯の形成に関わる重要な生理活性物質であり，哺乳類では 3 種類
のアイソフォーム（TGF-β1，β2，β3）が存在する．In vitro の研究において，幼若エナメル質中の主要アイソフォーム
である TGF-β1 は，エナメル芽細胞から合成・分泌された後，エナメライシン（Mmp20）によって活性化され，水溶性ア
メロゲニンと結合することで活性を保持しながら，再びエナメル芽細胞にシグナルを伝達するオートクリン機構が解明され
ている．本研究では，これらの結果から（1）In vivo における TGF-βの活性化および（2）TGF-T アイソフォームの成熟
期エナメル芽細胞に及ぼす作用を解明することを目的とした．
　In vivo における TGF-βの活性化については，Mmp20 野生型（Mmp20-Wt），ヘテロ（Mmp20-Het），ノックアウトマ
ウス（Mmp20-KO）の第 1 大臼歯からエナメルタンパクを抽出した．SDS-PAGE 上のタンパク質の変化を観察したところ，
Mmp20-WT と Mmp20-Het は，アメロゲニンの分解が生じていたが，Mmp20-KO は，アメロゲニンのオリジナルのスプ
ラシング産物だけが観察された．Mmp20-KO における TGF-β活性が Mmp20-WT や Mmp20-Het に比べて減少していた．
形成過程のエナメル質において TGF-βのアイソフォームは TGF-β 1≒β 3＞β 2 の順に多く含まれていた．
　次に TGF-βアイソフォームの成熟期エナメル芽細胞に及ぼす作用を検討した．マウス培養エナメル上皮細胞（mHAT9d
細胞）に TGF-βアイソフォーム（β1，β2，β3）を個別に添加し，それぞれの遺伝子発現，アポトーシス，エンドサイトー
シスに及ぼす影響をしらべた．TGF-β3 の添加では成熟期エナメル芽細胞が合成するタンパク遺伝子発現量が低下するこ
とが判明した．アポトーシスに対する影響では，TGF-β3 添加群においてカスパーゼ 3 陽性細胞の割合が優位に高かった．
蛍光標識された水溶性アメロゲニンは mHAT9d の細胞内に取り込まれ，その蛍光強度は TGF-β1 と TGF-β3 を添加した
群において増強した．以上のことより，幼若エナメル質中の TGF-βは Mmp20 によって活性化され，活性型 TGF-βはア
イソフォーム特異的に成熟期エナメル芽細胞の遺伝子発現，アポトーシス誘導およびアメロゲニンのエンドサイトーシス誘
導を制御することが示唆された．
　本研究により，エナメル質分化における TGF-βアイソフォームの役割の一端が明らかとなった．よって，本論文は博士

（歯学）の学位請求論文として十分な価値を有するものと判定した．


