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Summary

　　Cementum　plays　an　important　role　in七〇〇th　regeneration；however，　the　organization　sys－

tem　has　not　yet　been　clarified．　We　have　studied　odontoclastic　resorp七ion　in　human　decidu－

ous　teeth，　and　fbund七hat　the　cementum　completely　covers　the　enamel　tissues　of　horse　mo－

1ar　teeth．　In　order　to　study　the　regeneration　system　of　cementum，　an　EDTA　soluble丘action

extracted　from　horse　cementum　was　analyzed．

　The　30　kDa　pro七ein　was　isola七ed　from　the　EDTA　fraction　of　horse　eemen七um　by　hydroxya－

pati七e　chromatography　and　SDS－PAGE．　Tryptic　peptides　obtained　by　Edman　degradation

of　the　30　kDa　protein　were　QDTGPRGPRGPAGP（1），　GXRGFSI．DGVK（2）and　GYEFVITE－

HXLA（3）．　A　search　of　the　UniProt　protein　sequence　database　with　peptide　l　and　peptide　2

showed　significan七similari七y　to七he七wo　regions　of　Procollagen　ct　1　chain，　residlles　115－128

（93％）and　266－277（82％），　respectively．　The　peptide　3　showed　the　highest　similarity（85％）

to　the　heptapeptide　region　of　mouse　Protocadherin　18．　The　30　kDa　protein　would　be　a　prod－

uct　f士om　Type　I　collagen，　a　different　splicing　product　translated　from　ct　1　procollagen　gene

or　a　novel　pro七ein．　Protocadherin　18　has　not　been　iden七ified　in　the　oral　tissues．　This　is　the

（2005年6月30日受付；2005年8月24日受理）
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丘rst　report　to　find　a　protocadherin　18－like　protein　ilユcementum．

　Protocadherins　are　Ca2Ldependent　adhesion　Inolecules，　and　are　highly　expressed　ill　the

central　nervous　systeln．　It　is　well　known　that　protocadherins　are　involved　in　many　biologi－

cal　processes　such　as　tissue　morphogenesis　or　cell　di　ffE｝rentiation　events．　Therefbre，　the　pro－

tocadherin　18－like　protein　f（）und　in　celnentuln　migl〕t　be　expected　to　be　involved　in　the　re－

generating　SyStem　ofCelnentum．

緒 言

　歯周組織の修復機構では，歯根表面のセメント

質の再生が最もif11要な役割を果たしていると考え

られている．最近．臨床でも川いられているエム

ドゲイン（Emdogain）は，セメント芽細胞の誘

導能を持つと考えられているエナメル蛋自であ

り1”：，歯根表面に無細胞セメント質の形成を誘導

し，歯周組織の再生をしようとする試みであ
る1・　1．

　セメント質は骨と類似した組成を持っていると

考えられている．しかし，現在でも骨芽糸川1包とセ

メント芽細胞が同様な細胞から分化するのか、両

者の基質成分にはどのような差があるのか明確に

なっていないt／．その一つの理IIIは，骨と異なり，

セメント質は歯根象牙質ヒに厚さ約20～200μn1

の薄層として限局しており，セメント質のみを採

取し，生化学的に分析することが困難なためであ

る．

　ウマ臼歯は高冠歯でセメント質がエナメル質を

完全に被覆し，歯冠に相当する部位ではセメント

質は歯全体の約70％を占めている　el（図1）．今回

我々は．ウマ臼歯を咬合平面に水’ドに約lmm

で薄切し，それぞれの切片から歯科川タービンを

E：エナメル質

D：象牙質

C：セメント質

図1　ウマ1・『顎第1小日［’1・］の全体像〔a）と線で示した部位の

　　11CTによる横断像

川いエナメル質表層に沿って切断し，セメント質

だけを多19：に採取することに成功した．さらに，

骨との組成を比較検討するため，骨組織を同・の

ウマト’ {骨から採取した．
　ノ｛bこ｛i川：／グ1三（フ）ll］’1～J（よ，　　1粒）【t；・j糸ILホ哉（7）｛12≡そ夏｝幾｝檸（フ「）ifJ］’r・1リJ（こ

向けてσ）第．・歩として，セメント質基質内の蛋白

を分析し，セメント質と什組織との相違を明らか

にすると共に．セメント質に特．異的な物質を同定

することである．

方 法

材料の調製

　食肉センターから購人したウマド顎から、臼歯

ならびに顎骨を分離した．それぞれ付着軟組織を

除去した．顎骨はそのまま，歯は横断スライス

後、セメント質部分を分離し，それぞれ細紛とし

た．

エチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）脱灰によ

るタンパク質の可溶化

1．洗浄：10gのセメント質紛末に、タンパク

分解酵素阻害斉｜J（0．05　M　Amino－n－capric

acid，0．005　M　Benzamidine　hydrochloride，

0．001MPhenyl　methyl　sulfbnyl　fluororide，

0．〔〕0］MIodoacetic　acid，　and　l．（）mg乃Trypsin

inhibitor）を含む0．05　Mトリス酢酸緩衝液，

pH　7．・：1（A緩衝液とする）500　mlを加え，4C

で，　〃昼夜撹拝後，ろ過した．この洗浄操作を

　3回行った．

2．グアニジン抽川：洗浄済みセメント質粉末

　に，4Mグアニジンを含むA緩衝液500　mlを

／J【1え、4℃で，　‥昼夜撹絆後、15．000xg，10

　分間遠心した．分離したヒ清はA緩衝液でト

分透析後，ビバフロー50qO，　OOO　MWCO，4〈

　川貿易株式会社）で濃縮し，グアニジン抽出画

　分（HCGF）とした．同様の操作を2川行った

　残渣をEDTA抽出の材料とした．
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3．EDTA抽出：グアニジン抽出残渣に0．5M

EDTA（pH　7．4）を含むA緩衝液500　m1を加

　え，4℃で，一昼夜撹絆後，15，000xg，10分

　間遠心した．残渣は，同様の操作をさらに，2

　回繰り返した．上清を集め，EDTA抽出画分

　（HCEF）とし，　A緩衝液で十分透析後，10

m1に濃縮した．

4．顎骨粉末は，セメント質粉末と同様に1～3

の処理をし，EDTA抽出画分（HBEF）を抗
体作製ならびに各種分析に用いた．

タンパク質量の測定

　ウシ血清アルブミンを標準に，Lowry－Hartree

法7）で測定した．またタンパク質量の相対比較の

ため，吸光度測定（280nm；E°’1％＝0．5）を行っ

た．

ウマセメント質タンパク質の部分精製

　ヒドロキシアパタイト（CHT　Ceramic　Hy－

droxyapatite　Typ　H，　BIO－RAD社）3．　O　gを200

mM第ニリン酸ナトリウム溶液，　p且9－10に懸

濁後，カラムに充填（1．2x5．Ocm）した．100

m1の10　mMリン酸緩衝液，　pH　6．8で平衡化した

カラムに，平衡化緩衝液で十分透析した，ウマセ

メント質EDTA可溶画分HCEF（20　mgタンパ
ク質量）を添加した．カラムの5倍量の同緩衝液

で洗浄し，これを集めて，未吸着画分とした後，

501nM，100　mM，200　mMの各リン酸緩衝液，

pH　6．8で溶出し，各分画をそれぞれ集めた．ウ

マ顎骨EDTA可溶化画分HBEF（20　mgタンパ
ク質量）も同様にヒドロキシアパタイトクロマト

グラフィーを行った．

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）

とウエスタンブロット

　ヒドロキシアパタイトカラムクロマトで部分精

製したウマセメント質の各分画を，Laemmli8）の

方法に従って，SDS－PAGEでさらに分画した．

12％スラブゲルでPAGE後，　Coomassie　R　250で

染色した．ゲルからタンパク質バンドを切り取

り，免疫原とした．また同様にPAGE後，エレ

クトロブロッティングによりPVDF一膜（lmmun

－blot　membrane，　BIO－BAD社）に転写した．膜

はCoomassie　R　250で染色後，タンパクバンドを

切り取り，アミノ酸分析をした．

　分子量マーカーとして，Prestained　SDS－

PAGE　Standards（BIO－RAD社，　Myosin；
203，000，β　一　galactosidase；120，000，　Bovine　se－

rum　albumin；90，000，0valbumin；51，700，

Carbonic　anhydrase；34，100，　Soybean　trypsin

inhibitor；28，000，　Lysozyme；20，000，　Aprotinin；

6，400）を用いた．

二次元電気泳動

　一次元目は，プロティアンIEFセル（BIO－

RAD社）で等電点電気泳動を行った．　IPGスト

リップ（11cIn，　pH　3．0～10．0と7cm，　pH　3．0～

6．0）は，（8MUrea，0．5％CHAPS，10mM

DTT，0．2％Bio－Ly七es，0．001％Orange　G）液

で，一夜膨潤した後，試料（20～30μg／7cmス

トリップ，30～50μg／11cm）を添加し，バイオ

ラッド社推奨の条件で泳動した．

　等電点電気泳動後，ストリップは平衡化緩衝液

1（6MUrea，2％SDS，0．375　M　Tris－HC1　pH

8．8，20％Glyserol，130　mM　DTT）ならびに，

平衡化緩衝液1［（6MUrea，2％SDS，0．375

MTris－HCI　pH　8．8，20％Glycero1，135　mM

Idoacetamide）で処理した後，　Laemmli8）の方法

に従って，二次元目のSDS－PAGE（10％ならび

に5～20％Citerionゲル；BIO－RAD社）を行っ

た．タンパク染色はSilver　Staining　Kit（Amer－

sham　Phamlacia　Biotech社）を用い，　Merril9）

の方法に従い，銀染色した．

　2DSDS－PAGE標準タンパク質溶液（BIO
－RAD社）：Conalbumin（MW　76，000　pI　6．0，

6．3，6．6）；Bovine　serum　albumin　（MW

66，200　pl　5．4，5．6）；Bovine　muscle　actin

（MW　43，000　pI　5、0，5．1）；Rabbit　muscle

glyceraldehydes　3－　phosphate　dehydrogenase

（MW　36，000　pl　8．3～8．5）；Bovine　carbonic

anhydrase　（］M［W　31，000　　pI　5．9～6．0）　；Soy－

bean　trypsin　inhibitor　（］MFW　21，500　pl　4．5）；

Equine　myoglobin（MW　17，500　pI　7．0）．

抗体の作製

　一種類の抗原に対し，二羽のウサギ（雄，2

kg）を免疫した．顎骨EDTA抽出画分（タンパ

ク量；SOO－－IOOO　pg）とFreund’s　complete　a（lju一
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vant（ICN　Biomedicals　Inc．）を等量加え，エ

マルジョンとし，背部に皮内注射した．注射は1

週間隔で4回おこなった，5週後，耳外縁静脈か

ら採血した．抗体価を確認後，最後の注射をし，

その1週後に全採血した．ヒドロキシアパタイト

カラムクロマトグラフィーで分離したセメント質

画分を，さらにSDS－PAGE後，　Coomassie－R

250で染色されたタンパク質バンド（1．分子量

；50kDa　2．分子量；30　kDa　3．分子量；

20kDa）を切り取り，これらの抗体を，同様の

方法で作製した．

　IgGの分離と不溶化：血液は37℃，30分間，イ

ンキュベート後，8，000xg，10分間遠心し，血清

を分離した．Protein　A　Sepharose（Amarsham

Biosciences社）アフィニティークロマトグラ

フィーで，IgGを分離した．1mM塩酸溶液200

m1で処理した後，0．5M食塩を含む，0．1M重

炭酸緩衝液，pH　8．3（緩衝液B）に懸濁した，

1．6gのCNBr－activa七ed　Sepharose　4B（Amar－

sham　Biosciences社）と，緩衝液Bで透析した，

30mgのIgGを室温で，1時間反応し，　IgG－

Sepharoseを作製した．この不溶性抗体は0．1M

トリス塩酸緩衝液，pH　8．0で2時間処理後，0．5

M食塩を含む0．1M酢酸緩衝液，　pH　4．0と0．5M

食塩を含む0．1Mトリス塩酸緩衝液，　pH　8．0で

洗浄し，これをさらに2回繰り返し行った後，

0．15M食塩を含む，0．1Mトリス塩酸緩衝液，

pH　8．0（緩衝液C）で平衡化した．

　イムノアフィニティークロマトグラフィー：①

ウマ顎骨EDTA可溶画分HBEF（10．　O　mg）を

緩衝液，pH　8．0で十分透析後，同緩衝液Cで平

衡化した，抗一HBEF－IgG－Sepharose（1．Ox

5．Ocm）に，6．OmV1時間の流速で添加した．

100mlの緩衝液Cで洗浄し，全溶出液を集め，

濃縮したものを，未吸着画分とした．吸着タンパ

ク質は，0．1Mグリシン塩酸緩衝液（pH　2．2）

で溶出し，直ちに，1．OMトリス塩酸，　pH8．0

緩衝液で中和した．試料ならびに，未吸着画分

は，280nmの吸光度を測定し，タンパク質量の

比較をした．ウマセメント質EDTA可溶画分
（HCEF，10．　O　mg）も顎骨と同様の操作をし

た．②HCEFから，抗一（30・kDa－SDS－PAGEバ

ンド）IgG－Sepharoseでイムノアフィニティー

クロマトグラフィーを行い，セメント質30kDa

タンパク質を精製した．

アミノ酸分析と部分アミノ酸配列の決定
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　PVDF膜にプロットされたタンパク質は，

チューブ（6x50　mm）に入れ，窒素置換後減

圧密封し，6NHC1蒸気下で，105℃，24時間，

加水分解した．アミノ酸分析は，フェニルイソチ

オシアネートとアミノ基のカップリング反応で生

成するフェニルチオカルバモイルアミノ酸を，逆

相分配クロマトグラフィーで分画同定する1°），

PICO－TAGアミノ酸分析計（ウォーターズ社）

で分析した．HCEFから，イムノアフィニティー

クロマトグラフイーで精製した，30kDaタンパ

ク質の内部アミノ酸配列解析は，島津製作所に分

析を依頼し，Edman分解法で決定した．

結果と考察

1．EDTA溶液による可溶化

　乾燥重量10gのウマセメント質から46．Omgの

タンパク質が0．5MEDTA溶液処理で可溶化し

た．可溶性画分のSDS－PAGEゲルのタンパク

染色では，分離したバンドは形成されなかった．

等電点3．0～10．0での，二次元電気泳動の結果，

ほとんどの染色スポットは，等電点が3．5～5．5に

分布する酸性タンパク質であった．ウマ顎骨も，

セメント質とほぼ同量（乾燥重量に対し，

0．47％）のタンパク質がEDTAで可溶化し，二

次元電気泳動では，セメント質と量的に相違が見

られたが同一のパターンを示した．図2に，セメ

ント質のグアニジン抽出画分（A）とEDTA可

溶画分（B）の，pI　3．0～6、　0での二次元電気泳動

銀染色結果を示した．セメント質EDTA脱灰で

始めて，可溶化した7～9個のスポットが確認で

きた（図2－C）．これらのタンパク質は，EDTA

で可溶化してくることから石灰化への関与の可能

性が推察される．

2．免疫反応性

　EDTA可溶化画分の抗一HBEF－lgG－Sepha－

roseとのアフィニティークロマトグラフィーを

した結果，骨（HBEF）は95％のタンパク質が結

合したのに対して，セメント質（HCEF）は，まっ

たく結合しなかった．0．15M食塩を含むリン酸

緩衝液，pH　7．0でも同様の結果を得た．セメン
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表1：ウマ顎骨ならびにセメント質EDTA可溶画分のヒドロ

　　キシアパタイトクロマトグラフィーによる分画

B

pl　3．0

MW，kDa

66．2

43．0

36．0

21．5

17．5

6．0

＿一ヱー

画分

iタンパク質量）

セメント質

@（lng）

顎骨

img）

添加量

｢吸着画分

T0mM溶出画分
P00mM溶出画分

20．00

P．82

Q．34

Q．47

20．00

O．61

Q．75

Q．77

回収率（％） 33．20 30．70

C

MW（kDa）

　203
　120
　90
　51．7

34．1

28．0

6，4

A

St　　1　　2　　3
St

B

1　　2　　3

pl　　3．0

MW（kDa）

76．0

66．2

43．0

31．0

21．5

P｜ 4．5 5．5　　6．0

6．0

図2：ウマセメント質の二次元電気泳動，銀染色像

　　A；グアニジン抽出画分（30　ug）．

　　B；EDTA抽出画分（35　pg）．

　　C；Bの泳動像上にAのスポットを重ねた．

　　矢印；EDTA抽出で初めて発現したスポット．

図3’ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー（CHT）

　　の各分画のSDS－PAGE，クマシー染色像

　　A；顎骨のEDTA抽出画分，　B；セメント質のEDTA
　　抽出画分．

　　St；分子量同定用標準タンパク質．

　　　1；CHT未吸着画分（10μg）．

　　　2；CHT　50皿M溶出画分（10μg）．

　　　3；CHT　100　mM溶出画分（10μg）．

MW（kDa）St　1　2

51．7

34．1

28．0

6．4
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●
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の

ト質と骨のEDTA可溶化物質は，免疫反応性に

相違があった．この結果は，mRNAのスプライ

シング，あるいはタンパク質のポストプロセッシ

ングの過程に相違があることが予想できる．

3．ウマセメント質EDTA可溶画分の分画

　EDTA溶出タンパク質の精製で，陰イオン交

換クロマトグラフィーならびにセファデックス

G－150クロマトグラフィーによる分離は困難で

あった．ヒドロキシアパタイトカラムクロマトグ

図4：ウマセメント質EDTA溶出画分のSDS－PAGE
　　St；分子量同定用標準タンパク質．

　　　1；クマシー染色（10　tL9）．

　　　2；イムノブロット反応（5pg）．

ラフィーでの分画結果を表1に示した．それぞれ

の画分のSDS－PAGEの電気泳動結果を図3に

示した．骨ならびにセメント質とも，アパタイト

クロマトグラフィーの回収率は，32．5％ならびに

25．7％と低いが，未吸着と50mM溶出画分は，

SDS－PAGEでタンパク染色バンドが確認でき
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た．しかし，骨では未吸着画分と吸着画分で差が

見られないのに対し，セメント質では，未吸着と

50mM溶出画分で完全に分画でき，特に未吸着

画分は，骨では認められない，50kDa，30　kDa

ならびに20kDaのバンドが存在したため，これ

に注目した．これらの抗体を用いた，HCEFの

イムノブロッティング反応で，30kDa抗体のみ

が単一のバンドを示した（図4）ので，HCEF

から，抗一（30kDa－SDS－PAGEバンド）IgG－

Sepharoseを用いてイムノアフィニティークロ

マトグラフィーを行い，30kDaタンパク質を単

離した．

4．ウマセメント質30kDaタンパク質の分析

　30kDaタンパク質の内部アミノ酸配列分析で

3個のペプチド配列を決定した．ホモロジー検索

の結果，ペプチド1と2は，ヒトコラーゲンα

1鎖と，それぞれ，14残基中13残基，11残基中9

残基，が一致し，82～93％のホモロジーを示した

（表2）．50kDa，30　kDaならびに20　kDaタン

パク質のアミノ酸分析の結果，30kDaタンパク

質だけに，ヒドロキシプロリンが含まれ，その含

有量は，Hyp　3．5％，　Pro　9．8％ならびにGly　18％

を示した．これらの分析結果は，30kDaタンパ

ク質が，コラーゲン線維形成前の段階のコラーゲ

ンα1鎖が，EDTAで溶出してきているか，セ

メント質に特異的なコラーゲン様物質である，セ

メント質アタッチメントプロテイン（CAP）11）～14）

か，あるいは，新奇のコラーゲン様物質である可

能性を示した．

　一方，ペプチド3はコラーゲン鎖とはまったく

相同性はなく，検索の結果，プロトカドヘリン18

（マウス，Pcdh　18）と最も高いホモロジーを示

し，ヘプタペプチドのアミノ酸配列を比較する

表2：セメント質30kDaタンパク質の内部アミノ酸配列

ペプチド1　　　　　　　　QDTGPRGPRGPAGP
　　　procollagenα1　　115GDTGPRGPRGPAGP129

ペプチド2　　　　　　　GXRGFSLDGVK
　　　procollagen　a　1　　266GHRGFSLDGAK277

ペプチド3　　　　　　　GYEFVITEHXLA
　　　protocadherin　1847°YEFVISE476
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と，ホモロジーは85％であった（表2）．これよ

り，セメント質にプロトカドヘリン様物質の存在

が示唆された．プロトカドヘリンは，カルシウム

依存性細胞接着タンパク質カドヘリンファミリー

のサブファミリーであり，中枢神経系の構築，細

胞形態維持，形態発生に関与することが報告され

ている15）・16）．しかし歯牙組織に関するカドヘリン

の研究は，Heymann　Rら17）のマウスの歯牙発生

時の組織学的研究のみである．またPcdh　18は，

Reelin－Dab　1のシグナル伝達系への関与が報

告18）されていることから，Pcdh　18様物質がセメ

ント質に存在するならば，セメント質の再生に，

深く関与していることが推測される．

　本研究で，セメント質特異的タンパク質と断定

できる物質は同定できなかった．しかし，セメン

ト質と骨では，タンパク質のプロセッシング過程

に相違があることが予想された．またコラーゲン

様物質あるいは，プロトカドヘリン18様物質がセ

メント質の再生に関与している可能性が示唆され

た．

結 論

　歯周組織の修復にとって，セメント質は，重要

な働きをしている．しかし，セメント質は一般的

に含有量が少なく分離が困難なため，生化学的な

研究はほとんど行われておらず，セメント質の特

異性は明らかでない．ウマ臼歯は，セメント質が

エナメル質を完全に被覆し，セメント質は，歯全

体の70％を占めていることから，これを材料とし

て，EDTA溶出タンパク質の解析を行い，新た

なタンパク質を同定すべく，本実験を行った．

　EDTA可溶画分の分画は，陰イオン交換クロ

マトグラフィーならびに，セファデックスG－150

クロマトグラフィーでは，困難であった．唯一，

ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーにより

分画することができた．これをさらに，SDS－

PAGEで分画し，30　kDaタンパク質を得た．こ

のタンパク質の部分アミノ酸配列を分析した結果

（ペプチド1：QDTGPRGPRGPAGP，ペプチ

ド2：GXRGFSLDGVK），プロコラーゲンα1

鎖のN一末端から，115～128番目ならびに266～

277番目のペプチドと82～93％のホモロジーを示

した．しかし，もうひとつのペプチド3（GYE－

FVITEHXLA）は，プロトカドヘリン18（マウ
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ス）と最も高いホモロジーを示し，ヘプタペプチ

ド部分で85％であった．この分子は，1型コラー

ゲンの分解産物か，プロコラーゲンα1遺伝子

から，異なるスプライシング過程を経て生成した

か，あるいは新奇の分子の可能性が考えられた．

　　現在まで，歯の組織でのプロトカドヘリン18の

存在は示されておらず，本報告が初めて，その存

在を示唆した．プロトカドヘリンは，中枢神経系

の構築時や，形態発生時に高発現し，それらの生

命現象に深く関与している，カルシウム依存性細

胞接着タンパク質であることを考えると，このプ

ロトカドヘリン18様物質がセメント質の修復に関

与する可能性が高いと考えられる．

　　本研究は，平成15－16年度科学研究補助金（課

題番号：155919383）で行った．
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