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研究成果の概要（和文）：硬組織形成試験の結果から象牙芽細胞へのアルカリ刺激は石灰化を促進すること、象
牙芽細胞に発現するTRPA1チャネルは生理的条件下、アルカリ条件下ともに石灰化に関与することが示された。
細胞内遊離Ca2+濃度測定の結果から象牙芽細胞にCa2+ release-activated Ca2+チャネルを介するストア依存性
Ca2+流入が発現していること、ストア依存性Ca2+流入はP2Y受容体、ムスカリン受容体活性化により誘発される
こと、その振幅はアルカリ刺激で増大することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present research project, results obtained by mineralization assay 
are as follows: 1) Alkaline stimuli to the human odontoblasts increased their mineralization levels,
 2) TRPA1 channels mediated mineralization mechanism under both extracellular physiologic and high 
pH conditions in the odontoblasts.
In the intracellular Ca2+ concentration measurements, we obtained following results: 1) Odontoblasts
 expressed store-operated Ca2+ entry (SOCE) via an activation of Ca2+ release-activated Ca2+ 
channels, 2) Activation of P2Y or muscarinic cholinergic receptors induced SOCE in odontoblasts, 3) 
Alkaline stimuli increased the amplitude of SOCE in odontoblasts.

研究分野：口腔生理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、アルカリ刺激により象牙芽細胞に生じるCa2+シグナルとそのCa2+シグナルの結果放出された象牙芽細
胞間連絡因子が近傍象牙芽細胞に誘発させるCa2+シグナルを明らかにした。この成果の学術的意義は、歯科臨床
で多用される水酸化カルシウム製剤・MTAなどの高Ca 含有アルカリ性製剤の象牙質形成促進作用メカニズムの一
端を解明したことである。本研究成果の社会的意義はより象牙質形成速度の速い新規高Ca含有アルカリ性製剤の
開発につながることである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 刺激に伴う象牙質形成機構と象牙芽細胞の役割 
象牙質表面に外的刺激が加わると、その刺激は象牙芽細胞に存在する transient receptor 
potential（TRP）チャネルにより感知され、その結果流入した Ca2+が細胞内輸送経路を通して
細胞外に排出されることで、象牙質形成が誘発される。一方、象牙芽細胞への機械刺激が分子
センサーで感知されると、ATP・グルタミン酸が細胞外に放出され、近傍に存在する象牙芽細胞
の細胞内 Ca2+シグナルを活性化する。従って、象牙質刺激を受容した象牙芽細胞から放出され
た ATP・グルタミン酸は、「象牙芽細胞間 Ca2+シグナルネットワーク」を構成すると考えられ、
刺激に伴う象牙質形成が加速的に促進されると示唆される。 
 
(2) 高 pH を示す歯内療法薬剤の象牙芽細胞への作用 
反応象牙質形成を誘発する水酸化カルシウム製剤やmineral trioxide aggregate（MTA）は
高 pH 性を示し、Caを多く含有する。先行研究において、我々は高 pH/Ca2+刺激による象牙質形
成のメカニズムの一端を明らかにした。象牙芽細胞への高 pH/Ca2+刺激は TRPA1 チャネルとアル
カリ感受性代謝調節型受容体を介して細胞内 Ca2+濃度を増加する。増加した細胞内 Ca2+は細胞
膜 Ca2+排出系により細胞外へ排出されることで、反応象牙質形成が駆動する可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
歯科臨床では第三象牙質形成を誘発する目的で水酸化カルシウム製剤・MTA が使用される。
象牙芽細胞に高 pH刺激を行うと、細胞外 Ca2+濃度依存的な細胞内 Ca2+シグナルの増幅が見ら
れる。一方、象牙細管内溶液移動などの刺激を受容した象牙芽細胞は ATP やグルタミン酸を
細胞間伝達物質として放出し、刺激受容部位近傍に存在する一群の象牙芽細胞集団に Ca2+シ
グナルネットワークを構成する。これらの事実から、象牙芽細胞に投与した細胞外 ATP/グル
タミン酸が、高 Ca含有アルカリ性製剤（水酸化カルシウム製剤やMTA）による象牙質形成を
増強する可能性が示唆される。そこで、本研究では反応性象牙質形成作用に対する ATP とグ
ルタミン酸の薬理学的効果を検討し、新規歯内療法薬剤の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
新生仔ラット切歯から得た象牙芽細胞マーカー陽性細胞に fura-2 を負荷し細胞内遊離 Ca2+

濃度（[Ca2+]i）を計測した。ヒト培養象牙芽細胞（HOB 細胞）を様々な条件で長期培養した後、
alizarin red 染色、von Kossa 染色を行うことで硬組織形成レベルを評価した。 
 
４．研究成果 
(1) アルカリ刺激の石灰化に対する影響 
アルカリ条件下で HOB 細胞を 2～4 週間培養後 alizarin red 染色・von Kossa 染色を行うと
生理的条件下（pH7.4）で培養した群と比較し石灰化が促進した。TRPA1 チャネルアンタゴニス
トを含む培養液中で2～4週間培養したHOB細胞群ではアンタゴニストを投与しなかった群に比
べ、生理的条件下、アルカリ条件下ともに石灰化が抑制された。これらの結果から、アルカリ
刺激は石灰化を促進すること、TRPA1 チャネルは生理的条件下、アルカリ条件下ともに石灰化
を促進することが示された。 
 
(2) ATP・ADP・グルタミン酸の石灰化に対する影響 
象牙芽細胞間の連絡因子である ATP、ADP およびグルタミン酸を含む培養液で 3週間培養した
HOB 細胞群と ATP、ADP およびグルタミン酸を含まない培養液中で 3週間培養した HOB 細胞群を
準備し、alizarin red 染色・von Kossa 染色を行った。その結果、ATP、ADP グルタミン酸は石
灰化を促進しなかった。 
 
(3) Ca2+ release-activated Ca2 (CRAC)チャネルの石灰化への関与 
CRAC チャネル抑制薬を含む培養液で 3 週間培養した HOB 細胞群と CRAC チャネル抑制薬を含
まない培養液中で 3週間培養した HOB 細胞群を準備し、alizarin red 染色・von Kossa 染色を
行った。その結果、CRAC チャネル抑制薬は石灰化を抑制しなかった。 
 
(4) Store-operated Ca2 entry (SOCE)の発現と薬理学的特性の検討 
 他の細胞において、アルカリ刺激により SOCE が増加することが報告されていることから象牙
芽細胞の SOCE の発現と薬理学特性について検討した。Ca2+ストア膜上の Ca2+-ATPase 阻害薬に
よりストア内の Ca2+を枯渇させた後、細胞外に Ca2+を投与すると細胞内 Ca2+濃度が増加したこ
とから象牙芽細胞に SOCE が発現していることが示された。ATP 受容体である P2Y 受容体アゴニ
スト、ムスカリン受容体アゴニストを投与し一過性の細胞内 Ca2+濃度増加が生じた後、細胞外
に Ca2+を投与すると細胞内 Ca2+濃度が増加した。この結果から、P2Y 受容体とムスカリン受容体
の活性化は SOCE を活性化することが示された。一方、代謝型グルタミン酸受容体アゴニストの
投与では SOCE は生じなかった。Ca2+ストア膜上の Ca2+-ATPase 阻害薬により生じた SOCE は CRAC
チャネル抑制薬の投与で有意に抑制された。SOCE の振幅はアルカリ刺激により増加した。これ
らの結果から象牙芽細胞における SOCE は CRAC チャネル活性化により活性化され、アルカリ感



受性であることが示された。 
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