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研究成果の概要： 
 ヒト歯髄組織には、様々な硬組織再生因子が発現しており、なかでも強力な硬組織形成因子

である BMP-2 に関しては、タンパク質が発現しているのも確認されたが、その分子量は成熟型

より高い分子量を示した。そこで、遺伝子を組み込んだ発現ベクターを細胞に導入して、タン

パク質を発現させたところ、同じ高い値の分子量を示した。発現タンパク質にプロテアーゼを

作用させたところ、数段階を経て成熟型となった事より、ヒト歯髄組織中の BMP-2 タンパク質

は前駆体で存在し、何らかの刺激により成熟型として分泌されることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 歯髄組織は歯の形成・維持にとって重要な

働きをする。2003 年、ヒト成人歯髄組織から

多能性幹細胞の存在が発見されて以来、歯髄

組織は象牙質の修復や歯周病による骨欠損

の回復に有益であるばかりでなく、脳神経外

科領域における神経再生研究も含めた、再生

医学全般においても注目されるようになっ

てきた。歯髄組織は歯の形成終了後、主に象

牙質への栄養を供給したり象牙質からの知

覚を受容したりするが、齲蝕などによって象

牙質の破壊が起こると、硬組織誘導因子群を

活性化し、第三象牙質形成を促す働きを担っ

ている。しかし、その分子メカニズムは未だ

明らかになっていない。こうした歯髄組織の

硬組織誘導現象には、骨形成タンパク質 

(BMP) の関与が想像されるが、分子レベルで

の研究は現在まで十分なされていない。そこ

で本研究では、ヒト歯髄組織に含まれる BMP

を含む他の硬組織関連因子の解析をおこな

い、歯髄組織の再利用の可能性を解析する。 

 

２．研究の目的 
 BMP は、骨から抽出・精製された骨誘導因



 

 

歯髄組織子であるが、培養ヒト歯髄細胞やヒ
ト歯髄組織からも BMP遺伝子が発現している
ことが報告されたことから、ヒト歯髄組織の
硬組織形成に BMPが関与していると想像した。
しかし、ヒト歯髄組織における硬組織誘導因
子に関するタンパク質レベルでの解析は、こ
れまで十分なされていない。そこで本研究で
は、ヒト歯髄組織における BMP を含む硬組織
関連因子の発現状態を分子生物学的に解析
する。 
３．研究の方法 
  
 抜去歯より採取したヒト歯髄組織から、硬
組織関連遺伝子および硬組織関連タンパク
質を抽出し、その発現状態を解析した後、前
駆体から成熟型へのプロセッシング実験を
おこなう。 
 
⑴ 実験Ⅰ 遺伝子解析ヒト歯髄組織を抜
去歯から採取し、RNA を抽出する。採取した
歯髄組織から total RNA を抽出し、逆転写酵
素を用いて cDNA を作製する。作製した cDNA
を用いて PCR をおこない、 BMP を含めた硬組
織関連遺伝子の解析をおこなう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑵ 実験Ⅱ タンパク質解析 
 ヒト歯髄組織を抜去歯から採取し、採取し
た歯髄組織を用いて SDS-PAGE によるタンパ
ク質分布の解析をおこなう。また、組織再生
因子の抗体を用いてウェスタンブロッティ
ングをおこない、組織再生タンパク質の発現
状態を解析する。さらに前駆体で存在するタ
ンパク質が意図的にプロセッシング可能か
を解析する。 
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⑶ 実験 Ⅲ タンパク質の発現状態を解析 
 組織再生因子のタンパク質認識配列部
(CDS)を tag ベクターへ組み込み、COS7 等の
細胞にトランスフェクションし融合タンパ
ク質を発現させる。融合タンパク質を回収し
た後、実験Ⅱと同様に SDS-PAGE とウェスタ
ンブロッティングをおこない、発現状態を解
析する。 
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⑷ 実験 Ⅳ 前駆体で発現するタンパク
質の解析 
 
 前駆体で発現するタンパク質を Furinなど
のプロテアーゼを用いて、意図的に成熟型へ
とプロセッシング可能かを解析する。 
 
 
成熟型タンパクへのプロセッシングを 
意図的におこなえるかどうかを解析する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

⑴ 実験Ⅰ 遺伝子解析 

 この実験において、ヒト歯髄組織には
BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 の各 BMP 遺伝子
が存在することを確認し、さらに ALP, OPN, 
OCN, DSP, MGP, DMP-1, MSX-2 といった硬組
織関連遺伝子が発現していることを確認し
た。 
 
⑵ 実験Ⅱ タンパク質解析 
 この実験において、ヒト歯髄組織中の
BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7,および OPN, OCN, 
DSP の各タンパク質を検出したが、いずれも
既知の値より高い分子量を示した。 

⑶ 実験 Ⅲ タンパク質の発現状態を解析 

 この実験において、BMP-2 タンパク質は成
熟型よりも大きな分子量の前駆体で存在し
ている事が判明した。 
 
⑷ 実験 Ⅳ 前駆体で発現するタンパク
質の解析 
 
 この実験において、発現した融合タンパク

質をプロテアーゼである Furinを用いてプロ
セッシングさせたところ、いくつかのステー
ジを経て成熟型となった。 
 
以上の結果より、ヒト歯髄組織中には、硬組
織再生に関連する遺伝子が発現しているこ
とが確認された。また BMP-2 タンパク質は前
駆体の状態で存在することが証明され、何ら
かの刺激において成熟型に分泌されること
が示唆された。ヒト歯髄組織中に存在する強
力な硬組織形成因子である BMP-2 を、意図的
にプロセッシングできるようになれば、硬組
織形成に有用である事と考えられた。 
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