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Electrophoretic gels of dentin matrixproteins as diffusion media

                          for in vitro   mineralization.

（電気泳動ゲルを用いた試験管内石灰化系による象牙室マトリクス蛋白の研究）

学位論文内容の要旨

目的

  硬組織の石灰化は多くのマトリクス蛋白質によってコントロールされている。その中
でI型コラーゲンは最も豊富なマトリクス蛋白であり線維化することによルギャップゾ
ーンを形成しりン酸カルシウム結晶沈着の起始点となる。一方で骨グラ蛋白(BGP)、
オステオネクチン、象牙質ホスホホリンなどの酸性非コラーゲン蛋白は結晶の形成、成
長を制御していると考えられている。
  例えばBGPは分子量6000のタンパク質で、分子内にグルタミン酸がカルボキシル化さ
れたGlaを3残基持ちカルシウムイオンを結合することにより石灰化に関与すると考えら
れている。又、象牙質の主要な非コラーゲン蛋白であるホスホホリンはアスパラギン酸
とホスホセリンの繰り返し構造からなる酸性リン蛋白である。硬組織の非コラーゲン蛋
白は酸性アミノ酸に富むも｀のが多く、コラーゲンやハイドロキシアパタイトに結合し結
晶の特定の面に吸着することにより結晶の形態を修飾すると考えられている。
  従来、石灰化の研究のために試験管内実験系が用いられてきた。試験管内石灰化には
主に溶液中で行なうもの、アガロース、ゼラチンなどのゲル中で行なうものがある。例
えばTermineらはタンパク質を溶解したバッファー中でりン酸カルシウムを形成させモ
ニタリングすることにより蛋白の石灰化に対する効果を調べた。又、Boskeyらはタンパ
ク質を含むゼラチンゲル中でりン酸カルシウムを形成させタンパク質の機能を調べた。
従来の方法では必要とするタンパク質の量が多く、複数のタンパク質を含む画分から石
灰化に影響を与えるタンパク質を検出することは不可能だった。我々はポリアクリルア
ミド電気泳動ゲルを石灰化の場として用いた簡単迅速な試験管内石灰化システムを開発
し石灰化メカニズムに骨の非コラーゲン蛋白がどのように関与しているかを明らかにし
た(JpnJOral Biol，1993)。本研究ではさらに象牙室の非コラーゲン蛋白の石灰化に対す
る機能を明らかにすることを目的とした。

材料と方法

  ラット象牙質より軟組織を除き粉砕し0.5MEDTAで脱灰抽出した混合マトリ
クス蛋白とカラムクロマトグラフイーにより精製した蛋白質を試料として用い
た。又象牙質脱灰抽出物からKubokiらのカルシウム沈澱法によルホスホホリン
を除いた画分をカルシウムスープとして用いた。



  先ずSDS12.5％ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行いゲルを10％スルホサ
リチル酸で固定した。ゲルをバッファーで洗った後、更に次のニつの方法でゲ
ル内にりン酸カルシウムを形成した。
  1、自然拡散法；ゲルを20mM第二リン酸カリウム、165mM塩化カリウム10
mMHEPESバッファーpH 7.4で30分室温でインキュベートした後、20mM塩化カ
ルシウム、165mM塩化カリウム、lOmMHEPESバッファーpH 7.4でインキュ
ベートした。
  2、電気拡散法；上記の2つのバッファーを含浸させた、濾紙(0.8-l.Omm)で
ゲル を挟 みセミ ドラ イブロ ッテ イング 装置 で5mA、5分 間通電した。
  この時点でゲルは肉眼で白濁した。形成されたりン酸カルシウムを可視化す
るためにアリザリンレッドSで染色しタンパク質をクーマジーブリリアントブル
ー、ステインズオールで染色したものと比較し観察した。更にタンパク質を含
む部位のゲルを切り出し残ったカルシウムイオンとりン酸イオンを除くため蒸
留水で洗った後凍結乾燥した。ゲルの重量を測定した後、6％酢酸で脱灰した
後、ゲル内のカルシウム量とりン量を各々OCPC法、Fiske Subbarow法で測定し
た。更に、象牙質ホスホホリンの脱リン酸化を行いその石灰化に対する効果を
調べた。脱リン酸化はホスホホリンを10Uウシ腸アルカリホスファターゼを
含むO.lMTris-HCl，pH8.2，/ヾ ッファー中でインキュベートすることにより行な
い、78％のりン酸が除かれた。ゲル内のりン酸カルシウム結晶を走査型電顕で
観 察 し X線 回 折 を 行っ た 。 デ ー タ は t検 定 に よ り統 計 処 理 を した 。

結果

    2つの方法により形成されたりン酸カルシウムはアリザルンレッドにより強
  く染色された。アリザリンレッドにより染色された部位はりン酸カルシウム形
成の促進、染色されない部位は抑制が起こっていると考えられた。ゲルの横断
面を観察すると自然拡散法のゲ彫ではりン酸カルシウムはゲルの表面に形成さ
れ、電気拡散法ではゲルの内部に形成された。
    予備実験としてタンパク質を含まないゲルを用いると、リン酸カルシウムの
形成量は自然拡散法においてはlOmM以上ではカルシウムとりンの濃度積に依存
  して増加し、電気拡散法では通電時間にほぽ比例した。リン酸カルシウム結晶
の形成はゲル内の蛋白質存在部位に応じて促進又は抑制された。既知の非コラ
ーゲン蛋白の中で象牙質ホスホホリンはりン酸カルシウム形成を促進した。
又、ラット象牙質のカルシウムスープの60KDaの未同定のバンドで抑制が見ら
れた。
  生化学的測定では、ホスホホリ．ンは自然拡散法でりン酸カルシウム形成を濃度
依存的に促進した。1週間のタイムコースにおいても同様であった。ゲル内に形
成されたりン酸カルシウム結晶はSEMで径30Vm程度の結晶の球状の集合体とし
て観察され、X線回折により結晶はハイドロキシアパタイトであることが示唆さ
れた。ホスホホリンの脱リン酸化によりその石灰化に対する効果は減少した。

考察と結論

  本法では自然的、又は電気的なカでカルシウムイオンやりン酸イオンがゲル中
を拡散し電気泳動されたタンパク質と反応することによルリン酸カルシウム形成
のコントラストができたと考えられる。従来行なわれてきた石灰化システムと比



較して本法はタンパク質を電気泳動したポリアクリルアミドゲルを石灰化の媒体
として用いることにより複数のマトルクス蛋白質の混在した画分より石灰化阻害
能、又は石灰化促進能を有する蛋白質をスクリーニングし、検出することが可能
となった。溶液を用いた系と比較してもゲルを用いた系はカルシウムイオンとり
ン酸イオンがゲルのマトリックスを拡散することによりより生理的条件に近いと
考えられる。
  又、以前の著者らの骨のマトリクス蛋白を用いた研究ではBGP、オステオネク
チンは石灰化抑制能を示したが象牙室のマトリクス蛋白ではホスホホリンは石灰
化促進能を持つことがわかった。そして石灰化に対する機能においてりン酸基な
どのカルシウムイオンを結合する構造が重要であることがわかった。ラット象牙
質カルシウムスープの60KDaの石灰化を抑制するタンパク質は同定はされなかっ
た が 、 60KDaの バ ンド は a2HS糖 タン パ ク で あ るか も し れ な い 。
  今後の展望として、本法を応用することにより血清や唾液中の石灰化に影響を
与える蛋白質を検出することが可能となると思われる。
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  審 査は ぃずれ の担 当者も 口頭 試問に より 提出論 文の 内容とそれに関連

した学問分野について行った。

  硬 組織 の石灰 化は 多くの 基質 蛋白に よっ て制御 され ている。コラーゲ

ンは 最も 豊富な 基質 蛋白で あり 線維化 しり ン酸カ ルシ ウム結晶沈着の起

始点 とな る。一 方非 コラー ゲン 蛋白は 酸性 度が強 く、 コラーゲンに結合

し核 形成 に関与 した り、ハ イド ロキシ アパ タイト 結晶 面への吸着で結晶

形態 を修 飾する と考 えられ てい る。従 来、 石灰化 研究 には溶液中やゲル

中で 行な う試験 管内 系が用 いら れてき た。 従来の 方法 は多量の蛋白を必

要と し、 複数の 蛋白 画分か ら石 灰化に 影響 する蛋 白を 検出するのは不可

能だ った 。申請 者ら は以前 、電 気泳動 ゲル を用い た試 験管内系を開発し

石灰化への骨非コラーゲン蛋白の関与を報告した(JpnJOral Biol，19 93)。

本研 究は 更に詳 細な 実験法 の検 討と象 牙質 非コラ ーゲ ン蛋白の石灰化に

対する機能を明らかにすることを目的としている。

（材 料と 方法） ラッ ト象牙 質EDTA脱灰 抽出 混合マ トリ クス蛋白、象牙質

の主要な非コラーゲンリン蛋白ホスホホ、リン及び象牙質脱灰抽出物から

カル シウ ム沈澱 法に より得 られ た画分 を試 料とし 、ポ リアクリルアミド

ゲル 電気 泳動後 、次 のニつ の方 法でり ン酸 カルシ ウム を形成している。

  1、自然 拡散 法；ゲ ルを 20mM第二リン酸カリウムを含むノヾッファーで

30分 イ ンキ ュ ベ ー ト し た 後、 20mM塩 化 カ ル シ ウム を 含 む バッ ファ ーで

インキュベートした。

  2、電気拡散法；上記の2つのノヾッファーを含浸させた濾紙でゲルを挟

み セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ テ イ ン グ 装 置 で 5mA、 5分 聞 通 電 し た 。



  形成されたりン酸カルシウムをアリザリンレッド染色し蛋白をクーマ
ジーブリリアントブルー、ステインズオール染色したものと比較し、ゲ
ル内の、カルシウム量とりン量を比色定量法で測定している。更にホス
ホホリンの脱リン酸化を行い石灰化に対する効果を調ベ、リン酸カル
シウム結晶を走査型電顕で観察している。
（結果）ゲル内のりン酸カルシウムはアリザリンレッドに染色され、
染色部はりン酸カルシウム形成の促進、非染色部は抑制が起こってい
ると考えられた。ゲル横断面を観察すると自然拡散法ではりン酸カル
シウムはゲル表面に、電気拡散法ではゲル内部に形成された。
  リン酸カルシウムの形成量は自然拡散法ではイオンの濃度積に依存
して増加し、電気拡散法では通電時間に比例した。リン酸カルシウム
形成はゲル内の蛋白部位で促進、抑制された。ホスホホリンはりン酸
カルシウム形成を促進し、カルシウム沈殿後の上清の60KDaの蛋白で
抑制が見られた。生化学的測定では、ホスホホリンは自然拡散法でり
ン酸カルシウム形成を濃度依存的に促進した。脱リン酸化ホスホホリ
ンでは石灰化への効果は減少した。又、リン酸カルシウム結晶は径30
ymの結晶の球状の集合体だった。
（考察と結論）本法では自然的、電気的にイオンがゲル中を拡散し蛋
白と反応してりン酸カルシウムのコントラストができたと考えられ
る。以前の申請者らの骨マトリクス蛋白の研究ではBGP、オステオネク
チンは石灰化抑制能を示したが、本実験ではホスホホリンは石灰化促
進能を示した。又、右灰化にはりン酸基などのカルシウムイオンを結
合する構造が重要であることがわかった。カルシウムスープの60K
Daの蛋白はa2HS糖蛋白であるかもしれない。
  従来の石灰化系と比べ本法は電気泳動ゲルを石灰化の場として用
い、複数の蛋白を含む画分より石灰化阻害能、促進能を持つ蛋白の検
出を可能とした。溶液系と比較してもゲル系はイオンがゲルのマトリ
ックスを拡散するので生理的条件に近いと考えられる。又、本法を応
用することにより血清や唾液中の石灰化に影響を与える蛋白を検出す
ることが可能となると思われる。
  質問は（1）本実験に到った経緯と本論文の主張点、（2）自然拡
散法と電気拡散法の違いについて、（3）様々な非コラーゲン蛋白の
石灰化に対する機能についての文献上の報告について、（4）このよ
うな石灰化の促進、抑制のメカニズムについて、など多岐にわたっ
た。石灰化の歴史的背景の説明、本研究の意義、発展、及び関連分野
に関する質問にも、満足すべき解答が得られた。以上の結果から、本
論文は歯科医学の進歩、発展に寄与するところ大であり、本学位申請
者は博士（歯学）の学位を授与されるに十分値するものと認めた。


