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研究成果の概要（和文）：昆虫が休眠するときに発現する休眠ホルモン、ヤママリンを応用した組織・細胞保存液の開
発を目的に研究を行った。エナメル上皮細胞における細胞内ATP濃度、細胞周期、細胞増殖に対するヤママリンの効果
を検討したところ、ヤママリンがATP濃度の低下、細胞周期と増殖の停止を引き起こす事がわかった。しかし一部の細
胞ではアポトーシスが誘導されており、同じ培養皿の中でも細胞によって結果に大きなばらつきがみられた。このばら
つきの原因は，ヤママリンの細胞毒性に対しての感受性が細胞によって異なっているためと考えられた。今後はヤママ
リンを水溶性にする方法や細胞毒性を低減させる改善が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the development of novel cell-tissue preservation 
solution using diapause hormone, Yamamarin,secreted from dormant insects. We evaluated the effect of 
Yamamarin on the intracellular ATP concentration, cell cycle and cell proliferation in dental enamel 
epithelial cells. Administration of Yamamarin induced the decrease of intracellular ATP concentration and 
the arrest of cell cycle and proliferation. However, in some cells apoptosis was induced and large 
variation was seen in the results. Based on these results, we speculated that the large variation was 
caused by the differences of sensitivity for cell toxicity of Yamamarin in each cell. It is necessary to 
reduce the cell toxicity and to render Yamamarin water-soluble in the future.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

小児歯科や障害者歯科では，外傷によって歯

を脱落するケースがあり，この脱落した歯の

組織のダメージを極力減らすことが再植の成

功の鍵を握る。また，近年，歯や歯髄のバン

ク構想として，抜去した歯を保存して将来の

歯や歯周組織，顎骨の再生に応用しようとす

る試みも行われている。さらに東京理科大の

辻らは歯胚を人工的に再構築して歯を再生す

ることに成功している。このような状況で，

組織を丸ごと長期保存する技術は，将来必ず

必要になると思われる。そこで，我々は岩手

大学の鈴木教授が発見し精製した休眠ホルモ

ン，ヤママリン（図1）に注目して， 

（図1；強力ヤママリン） 

組織保存液として活用することを発案した。

ヤママリンは，アスパラギン酸－イソロイシ

ン－ロイシン－アルギニン－グリシン

(DILRG)を有し，Ｃ末端がアミド化されてい

る分子量が570.959 である新規ペンタペプチ

ドである。このペプチドは，休眠制御作用や

ガン細胞の増殖抑制作用を示すことが報告さ

れている(特許公開2010-239963, 2011-51917, 

2012-60976)。またこの細胞増殖抑制作用は不

可逆的であり，細胞傷害性が極めて低いため，

細胞や臓器の保存剤としての有用性が期待で

きる(鈴木幸一ら:バイオサイエンスとインダ

ストリー，165(10), 21-25 2007 )が、組織保存

剤としての有用性は未だ確認されていなかっ

た。 

 

２．研究の目的 

昆虫が休眠するときに発現する休眠ホルモン，

ヤママリンにおける組織保存液としての有用

性を検討できるような実験系を構築し，新規

組織保存剤の開発につなげる。 

 

３．研究の方法 

①. ATP 結合プローブ（Ateam）を組み込

んだエナメル上皮細胞株の作製 

細胞内の ATP 量をリアルタイムで観察す

る実験系として ATP 結合プローブ

（Ateam：ATP 濃度に応じて色が変化する

蛍光プローブ）を発現させるプラスミド（北

海道大学 永井博士より供与）をマウス切

歯から分離培養したエナメル上皮細胞に導

入する。そして恒常的に Atem タンパクが

発現する細胞を純化し細胞株を作製する。 

②. Ateam 発現細胞株における細胞内

ATP 濃度測定 

1 で作製した細胞株の ATP 濃度を倒立共焦

点顕微鏡による FRET 解析にて経時的に測

定する。 

③. Fucci マウスからエナメル上皮細胞株

の作製 

蛍光タンパクにて細胞周期をリアルタイム

で観察できるFucciマウス（G1期で核が赤，

S/G2/M 期で緑の蛍光を発する）切歯からエ

ナメル上皮細胞を取り出し，株化をおこな

う。 

④. Fucci エナメル上皮細胞株を用いたヤ

ママリンの細胞周期に与える影響の解

析 

3 で作製した Fucci エナメル上皮細胞にヤ

ママリンを加えた際の細胞周期の変化を，

倒立共焦点顕微鏡にて経時的に観察する。 

⑤. ヤママリンがエナメル上皮細胞の細胞

増殖に与える影響の検討 

マウスエナメル上皮細胞にヤママリンを加

え，細胞増殖を DAPI 染色による細胞カウ

ント（Cytell, GE BioScience）にて評価す

る。 

 

４．研究成果 

岩手大学鈴木教授が精製・開発したヤママリ

ンあるいはスーパーヤママリンを用いて，そ

の効果を確認するための実験系の開発に取



り組んだ。 

①. マウス切歯エナメル上皮細胞に

Ateam プラスミドを導入し，その細胞

株を作製することができた。（図 2） 

（図 2、Ateam を導入したマウスエナメル

上皮細胞） 

この細胞にスーパーヤママリンを加え

た場合，このホルモンの効果は同じ培

養皿の中でも細胞の状態によってばら

つきを示した。このばらつきの原因は，

ヤママリンの細胞毒性に対しての感受

性が細胞や細胞の状態によって異なっ

ていると考えられた。 

 

②. 細胞周期を観察できる Fucci マウスか

ら分離培養したエナメル上皮細胞株を

用いて，このホルモンが細胞の周期に

与える影響を検討した。細胞にスーパ

ーヤママリンを加え，赤色タンパクの

蛍光強度を経時的に観察したところ，

時間とともに赤色タンパクを発現する

細胞の数とその蛍光強度が増加してい

った（図 3）。このことはスーパーヤマ

マリンが細胞周期を G1 期で止める働

きをもつことを示唆していた。 

しかし，「すべての細胞の周期が停止す

る」という予想に反して，同じ種類の

培養皿内の細胞でも異なる反応を示し

た。この結果も細胞の状態によって細

ヤママリンに対する感受性が異なって

いるためと思われた。 

（図 3、スーパーヤママリン投与後の Fucci red

蛍光） 

③. ヤママリンが細胞増殖に与える影響を

調べるために，エナメル上皮細胞を

96well プレートに播種したのち，スー

パーヤママリンをくわえ，経時的に細

胞数をカウントした。スーパーヤママ

リン投与後，3 日目まで細胞は増殖を

したが，4 日以降多くの細胞で細胞死

が誘導された（図 4）。このことから，

スーパーヤママリンの長期投与には更

なる濃度や投与方法の検討が必要であ

ると考えられた。 

考察 

ヤママリンの問題点は，効果を有する

ためには高濃度に使用する必要がある

こと，またスーパーヤママリンは低濃

度で細胞に影響を与えることが可能で

あるが，水に対しては難溶解性で

DMSO などを用いて溶解しなければ

ならない問題点があり，DMSO の影響



を無視できない点がある。ヤママリン

の抗腫瘍増殖効果（代謝活性の低下）

はすでにいくつかの報告があるが，腫

瘍化していないエナメル上皮細胞株

（自立的不死化細胞株）については細

胞へのダメージが比較的大きく，スー

パーヤママリンを水溶性にする方法や

細胞毒性を低減させる改善が今後解決

すべき問題であると考える。 
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