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研究成果の概要：ヒト歯髄細胞（HDP)におけるプロテアーゼレセプター（PARｓ）の生理的・病
態生理学的役割について研究し、以下の事項を明らかにした。１．HDP における PARs の
Characterization２．HDP における PARｓの活性化調節機能 3・４．PARs 活性化ペプチド・ア
ンタゴニストが HDP の Ca2+動態に及ぼす影響５．プラスミンが HDP の Ca2+に及ぼす影響６．
PAR-1 活性化と歯髄炎の関係 
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１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまでに歯髄の保存治療のた

めの指標を確立することを目的とし、培養ヒ
ト歯髄細胞（Human Dental Pulp Cells : HDP）
を用いて、炎症性サイトカインによるプラス
ミノーゲンアクチベータ（PA)の活性化調節に
ついて研究を進めてきた。PAによってプラス
ミノーゲンから産生されるプラスミンは炎
症部位における細胞外マトリクスの破壊（タ
ンパク溶解）に重要な役割を果たすセリンプ
ロテアーゼの一種である。この研究はプロテ
アーゼの合成にかかわる細胞内シグナルを
明らかにすることで、炎症性因子選択的な治

療方法の開発を目指したものである。その結
果、uPA合成におけるチロシンリン酸化阻害
剤は歯髄炎治療における医薬品の開発に発
展する可能性が考えられた。 
そこでこれまでの研究に続いて、様々なプロ
テアーゼによって活性化を受ける細胞膜表
面に存在するプロテアーゼ受容体の役割に
ついて研究を進めることとした。 
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２．研究の目的 
本研究課題において申請者は以下の事項

を探求することとした。 
 
(1) PARsのCharacterization。 
① PARの同定  
② Western-blotting  
③ RT-PCR 

 
(2) HDPにおけるPARｓの活性化調節機能
を明らかにする。 
① 細胞内Ca2+の動態を指標にしたPAR
の機能 
a. PARアゴニストの効果 
b. PARインヒビターの効果 

 
② PAR の変動 
早い反応性を示す起炎物質と合成を

介した遅い反応を示す炎症性サイトカ
インの効果を 
a. リアルタイム PCR  
b. Western-blotting  
c. Ca2+動態   
で測定する。 
 
③ PAR の効果 
a. PAR による炎症性サイトカインの合
成 
b.プロスタグランジンの合成 

 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト歯髄線維芽細胞（HDP）の培養と保

存 
矯正学的目的（病的原因以外）によって
抜去された歯から歯髄を摘出した後、
Somerman らの方法によって培養シャーレ
に静置し、アウトグロースした細胞を歯髄
線維芽細胞として実験に用いる。培養は
10%ウシ胎児血清を含むαMEM 培地を用い、
最低でも５代以上継代した細胞を用いる。
培養は本学併設の細胞実験専用施設(共同
研究室)を利用して行った。 

 
(2) HDPにおけるPARｓのCharactherization 
① RT-PCR 
HDP の ｍ RNA は RNeasy mini kit 

（QIAGEN）を用いて抽出した後、One Step 
RT-PCR kit.（QIAGEN）によってｃDNA を
調整する。プライマーの設計は Tnanaka
ら（Life science, 73, 301-310, 2003）
が用いたプライマーと同じ設計のものを
使用する。増幅のサイクルは以下の通り。
Pre-denaturation は 30min 50 ℃と 15min 
95℃、Denature：94℃30 秒、Anealing：
55℃30 秒 、 Extension ： 72℃30 秒

------22cycles、Final extension 72 ℃10
分。 

 
② Western Blotting 法 
申請者は上記の Real time PCR と平行して、
Western blotting 法を利用したタンパク
の発現解析も行っており、本実験ではその
際に用いた Western blotting 法の技術を
応用する。ブロッティングの解析は本学の
Fluor Imager595 を使用する。 

 
(3) HDP における PAR の活性化調節について 
① 細胞内カルシウム測定 
a.コンフルエントになった HDP を Fura-2
にてラベルした後、細胞内の蛍光測定を、
日本分光 CAF-110 型スペクトロフルオ
ロメーターにて測定する。細胞内カルシ
ウムの測定 Grynkiewicz らの方法（J. 
Biol. Chem, 260, 3440-3450, 1985）に
より行う。 

 
② PAR アゴニストによって誘導される炎症
性サイトカインとプロスタグランジンの
発現 
a.各種アゴニストを HDP に作用させた際
に合成されるIL-1βと PGE2のｍRNAを
RT-PCR 法によって測定した。 

b.合成、分泌された IL-1β と PGE2 を、
ELISA 法によって測定する。 

 
 
 
４．研究成果 
(1) HDP における PARs の Characterization 
RT-PCR法によってHDPにおける各種PARs 
(PAR-1, PAR-2, PAR-3, PAR-4)の mRNA の発
現を確認した。その結果、PAR-1, 2, 4 の
発現が認められたが、PAR-3 は発現してい
なかった。また PAR-1 の発現が最も顕著で、
PAR-2, 4 はわずかであった(Fig. 1 A)。 
 
(2) HDP における PARｓの活性化調節機能 

次に HDP における PARｓの活性化調節機
能を明らかにするために各種 PARs アゴニ
ストによる Ca2+の動態を確認した。その結
果 PAR-1 アゴニストの SFLLRN (100 ・M) 
刺激で明らかに細胞内 Ca2+が上昇したが、
PAR-2, 3, 4 アゴニストの SLIGKV  (100 
・M)、 TFRGAP (100 ・M)、 GYPGQV (100 
・M)は影響を示さなかった(Fig.1 B)。ま
た SFLLRN は濃度依存的に細胞内 Ca2+を上
昇した（Fig. 1 C）。以上の事から HDP に
は PAR-1を介した細胞調節能が存在する事
が明らかになった。 
 
 
 



 

 

(3) プラスミンがHDPの細胞内Ca2+に及ぼす
影響 
プラスミンによる刺激時間と刺激濃度に

依存して細胞内Ca2+は上昇した（Fig. 2 A,B
）。 
 
(4) 細胞外Ca2+がプラスミンとPAR-1アゴニ
ストによる細胞内Ca2+上昇に及ぼす影響 
細胞内Ca2+測定に使用する

Krebs-Ringer-Hepes溶液中からCaCl2を取
り除くと各種刺激による細胞内Ca2+の上昇
は抑制された（Fig. 3 A B）。以上の事か
らHDPにおけるCa2+調節は細胞外のCa2+に依
存していることが明らかになった。 
 
(5) PAR-1 アンタゴニストがCa2+の動態に及
ぼす影響 
PAR-1 アンタゴニストである SCH79797 

(2，20 ・M)をあらかじめHDPに作用させた
ところ、SFLLRNと・-Thrombin による細胞
内Ca2+の上昇は抑制された(Fig. 4)。 
 
(6) プラスミン、PAR-1アゴニストによる
IL-8 mRNAの発現誘導とPGE2リリース 
次にプラスミンと歯髄炎の関連を検討し
た。その結果プラスミン、PAR-1アゴニスト
SFLLRN、αThromibin刺激によって炎症性サ
イトカインであるIL-8 mRNAの発現が
RT-PCRによって認められた。また、炎症性
プロスタノイドであるPGE2のリリースも
ELISA法によって確認された（Fig. 5 A B C
）。 
 
以上の結果からヒト歯髄線維芽細胞にお
いてプラスミンは PAR-1 を活性化し炎症を
引き起こすことが示唆された（Fig.6）。 
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