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研究成果の概要（和文）：本研究では象牙芽細胞にGsタンパク質共役型受容体であるCGRP、PTH、IP、5-HT4、
D1、A2A、VIP受容体が発現しており、それらの活性化はアデニル酸シクラーゼ（AC）を活性化し細胞内サイクリ
ックAMP（cAMP）を増加すること、AC活性化で生じる細胞外からのCa2+流入はZn2+感受性Ca2+チャネルを介する
ことを明らかにした。加えて、象牙芽細胞に発現するCa2+排出系の細胞膜Ca2+-ATPase（PMCA）は低浸透圧刺激
や高pH刺激で増加した細胞内Ca2+を細胞外に排出することで、細胞内Ca2+濃度の恒常性維持と生理的・反応象牙
質形成に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated the expression of calcitonin gene-related peptide, 
parathyroid hormone, IP, 5-hydroxytryptamine 5-HT4, dopamine D1, adenosine A2A, and vasoactive 
intestinal polypeptide receptors, G protein-coupled receptors, in odontoblasts and activation of the
 receptors activate adenylyl cyclase, resulting in increase in intracellular cAMP level. The 
activation of adenylyl cyclase also induced Ca2+ influx from extracellular medium via Zn2+-sensitive
 Ca2+ channels in odontoblasts. In addition, odontoblasts expressed plasma membrane Ca2+-ATPase 
(PMCA) 1-4. The intracellular Ca2+ increased by hypotonic or high-pH stimulation was extruded via 
PMCA in odontoblasts. PMCA in odontoblasts participates in maintenance of cellular Ca2+ homeostasis,
 dentinogenesis under physiological condition and reactionary dentin formation.

研究分野： 口腔生理学

キーワード： 象牙芽細胞　象牙質形成　Cyclic AMP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で象牙芽細胞での様々なGsタンパク質共役型受容体の発現や細胞内cAMP増加誘発性Ca2+流入の経路、PMCA
の生理的・第３象牙質形成への関与を明らかにしたことは、象牙芽細胞での細胞内cAMPシグナルとCa2+シグナル
のクロストークを解明するための基盤となる研究成果となった。したがって、本研究で得られた成果は象牙質形
成に重要な象牙芽細胞内Ca2+シグナルに対するcAMPの修飾を明らかにすることにつながり、象牙質形成機構の新
たな理解をもたらし、反応象牙質形成を促進する新規薬剤の開発へと発展させていく足がかりとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
象牙芽細胞は感覚受容細胞であり、生理的・第３象牙質形成や象牙質痛発生に関与する。これ

までの研究で、我々は象牙質表面に外的刺激（機械・浸透圧・化学・熱刺激など）が加わると機
械感受性チャネルの活性化で生じる象牙芽細胞内 Ca2+シグナルが反応象牙質形成の駆動に関与
することを明らかにした。加えて、高 pH を示す水酸化カルシウム製剤等が象牙芽細胞の
transient receptor potential ankyrin 1（TRPA1）チャネルを活性化し Ca2+シグナルを生じさ
せることで反応象牙質形成を促進することを明らかにした。一方、カンナビノイド 1（CB1）受
容体活性化による細胞内 cAMP レベルの増加は TRPV1 チャネル活性を修飾し更なる活性化を引き
起こす。この CB1-TRPV1 クロストークは細胞内 cAMP レベルが Ca2+シグナルを加速的・促進的に
調節する事を示し、細胞内 cAMP レベルの変化が直接反応象牙質形成を促進する可能性を示唆し
ている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では「象牙芽細胞における cAMP/Ca2+シグナルクロストークがどのように象牙質形成と

機能的にカップリングしているか」を解明するため、1) 細胞膜 Gタンパク質共役型受容体活性
化と細胞内 cAMP レベル変化のシグナル経路、2) それに続く細胞内 Ca2+シグナルと Ca2+流入チャ
ネルの実体、3) 細胞内 cAMP と機械感受性チャネルのクロストーク、4) cAMP/Ca2+シグナルによ
る象牙質形成機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
細胞は新生仔 Wistar rat の切歯から急性単離した象牙芽細胞またはヒト培養象牙芽細胞を用

いた。これらの細胞に免疫蛍光染色、real-time RT-PCR、細胞内 cAMP 指示薬（mNeonGreen-based 
cAMP sensor）を用いた細胞内 cAMP レベル測定、細胞内 Ca2+指示薬（fura-2）を用いた細胞内遊
離 Ca2+濃度測定、alizarin red 染色と von Kossa 染色による石灰化能評価を行った。免疫蛍光
染色により Gsタンパク質共役型受容体と Ca2+排出系である細胞膜 Ca2+-ATPase（PMCA）の発現を、
real-time RT-PCR を用いて PMCA1-4 の mRNA レベルを検討した。細胞内 cAMP レベル測定により
Gs タンパク質共役型受容体活性化時の細胞内 cAMP レベル変化を、細胞内 cAMP レベルと細胞内
遊離 Ca2+濃度の同時測定により細胞内 cAMP 増加誘発性 Ca2+流入の経路、細胞内遊離 Ca2+濃度測
定により PMCA の反応象牙質形成に対する寄与を検討した。加えて、alizarin red 染色と von 
Kossa 染色により PMCA の生理的な石灰化に対する寄与を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1) 象牙芽細胞における Gs タンパク質共役型受容体の発現とその活性化で生じる細胞内 cAMP
動態 
 Gsタンパク質共役型受容体のうち、カルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）受容体、パラト
ルモン（PTH）受容体、ニューロキニン１（NK1）受容体、プロスタグランジン I2（IP）受容体、
5-hydroxytryptamine 5-HT4（5-HT4）受容体、dopamine D1（D1）受容体、adenosine A2A（A2A）受
容体、vasoactive intestinal polypeptide（VIP）受容体とそのサブタイプである VPAC1受容体
と VPAC2受容体に着目した。 
① Gsタンパク質共役型受容体の発現の検討 
 ラット急性単離象牙芽細胞またはヒト培養象牙芽細胞を用いて免疫蛍光染色を行った。ラッ
ト急性単離象牙芽細胞は抗 CGRP 受容体抗体に陽性反応を示した。ヒト培養象牙芽細胞は抗 IP 受
容体抗体、抗 5-HT4受容体抗体、抗 D1受容体抗体、抗 A2A受容体抗体、抗 VPAC1受容体抗体と抗
VPAC2受容体抗体に陽性反応を示した。 
② Gsタンパク質共役型受容体活性化による細胞内 cAMP 動態の検討 
 ラット急性単離象牙芽細胞に CGRP 受容体アゴニスト、PTH 受容体アゴニストまたは NK1 受容
体アゴニストを投与すると細胞内 cAMP レベルが増加した。CGRP 受容体または PTH 受容体アゴニ
スト誘発性 cAMP レベル増加はアデニル酸シクラーゼの抑制薬（SQ22536）により有意に抑制され
た。加えて、CGRP 受容体アゴニストによる cAMP レベル増加は CGRP 受容体アンタゴニストの投
与で抑制された。ヒト培養象牙芽細胞において、IP 受容体、5-HT4受容体、D1受容体、A2A受容体
または VIP 受容体アゴニストを投与すると細胞内 cAMP レベルが増加した。これらの細胞内 cAMP
レベル増加は SQ22536 により有意に抑制された。加えて、それら各受容体のアゴニストで誘発さ
れた cAMP レベル増加は各受容体のアンタゴニストの投与により抑制された。 
③まとめ 
 象牙芽細胞に CGRP 受容体、PTH 受容体、NK1 受容体、IP受容体、5-HT4受容体、D1受容体、A2A



受容体、VPAC1受容体、VPAC2受容体が発現していることが示唆された。CGRP 受容体、PTH 受容体、
IP 受容体、5-HT4受容体、D1受容体、A2A受容体、VIP 受容体の活性化はアデニル酸シクラーゼを
活性化することで細胞内 cAMP レベルを増加することが示唆された。これらの結果は、それぞれ
の受容体活性化による象牙芽細胞内 Ca2+シグナル調節と細胞機能に対する役割を明らかにする
上で基盤となる研究成果となった。 
 
（2) 象牙芽細胞における PMCA の発現と機能 
① PMCA1-4 の mRNA レベルの検討 
ヒト培養象牙芽細胞を用いて GAPDH を internal control とした real-time RT-PCR を行った。

その結果、ヒト培養象牙芽細胞は PMCA1-4 の mRNA が発現していたが、PMCA2 の mRNA レベルは他
のサブタイプに比べて有意に低かった。 
② 低浸透圧刺激で増加した細胞内 Ca2+の排出経路の検討 
 急性単離象牙芽細胞に膜伸展を誘発する低浸透圧刺激を加えると一過性に細胞内遊離 Ca2+濃
度が増加した。増加した細胞内 Ca2+の細胞外への排出は非選択的 PMCA 阻害薬である caloxin 1b1
または 5(6)-carboxyeosin の投与で有意に抑制された。ヒト培養象牙芽細胞を用いて同様の実
験を行ったところ、低浸透圧刺激で増加した細胞内 Ca2+の細胞外への排出は caloxin 1b1 または
5(6)-carboxyeosin の投与で有意に抑制された。 
③ 高 pH 刺激で増加した細胞内 Ca2+の排出経路の検討 
急性単離象牙芽細胞にpH8のKrebs溶液を投与すると一過性に細胞内遊離Ca2+濃度が増加した。

増加した Ca2+の細胞外への排出は caloxin 1b1 または 5(6)-carboxyeosin の投与で有意に抑制
された。ヒト培養象牙芽細胞を用いて同様の実験を行ったところ、高 pH 刺激で増加した細胞内
Ca2+の細胞外への排出は caloxin 1b1 または 5(6)-carboxyeosin の投与で有意に抑制された。 
④ PMCA の石灰化に対する寄与の検討 
 ヒト培養象牙芽細胞は石灰化誘導培地に PMCA 阻害薬を加えない群、5(6)-carboxyeosin を加
えた群、caloxin 1b1 を加えた群を準備し、28 日間培養後、alizarin red 染色と von Kossa
染色を行った。その結果、5(6)-carboxyeosinまたは caloxin 1b1 を加えた群では PMCA 阻害
薬を加えなかった群と比べ石灰化は抑制された（下図）。 

⑤ Dentin matrix protein 1（DMP-1）と dentinsialophospho protein（DSPP）の mRNA レベル
に対する PMCA 阻害薬の影響 
ヒト培養象牙芽細胞を様々な環境で 3日間培養した後、β actin を internal control とした

real-time RT-PCR を行った。ヒト培養象牙芽細胞は生理的条件下（pH7.4）と高 pH 条件下(pH8.8
で 12 時間/日)、等張培地と低張培地で培養した群でそれぞれ 5(6)-carboxyeosin を加えた群
と加えない群を準備した。象牙芽細胞マーカーであり石灰化に関与する非コラーゲン性細胞外
マトリックス蛋白質の DMP-1 と DSPP の mRNA レベルの比較を行った。その結果、高 pH条件下で
培養した群では生理的条件下で培養した群と比べ DMP-1 と DSPP の mRNA レベルは有意に増加し
た。加えて、低張培地で培養した群では等張培地で培養した群と比べ有意差はみられなかったが、
増加傾向を示した。一方、5(6)-carboxyeosin の投与は生理的条件下、高 pH条件下、等張培
地、低張培地で培養した全ての群において DMP-1 と DSPP の mRNA レベルに影響しなかった。 
⑥ ヒト培養象牙芽細胞の PMCA1 のタンパク質発現の検討 
 免疫蛍光染色を用いてヒト培養象牙芽細胞の PMCA1 のタンパク質発現を検討した。その結果、
象牙芽細胞膜全体で抗 PMCA1 抗体に免疫陽性反応を示した。 
⑦ まとめ 
 これらの結果から象牙芽細胞にPMCA1-4の mRNAが発現しており、タンパク質レベルではPMCA1
が発現することが示された。現在までにさらに研究を進め PMCA2、PMCA3、PMCA4 のタンパク質レ
ベルでの発現を検討した結果、PMCA1 だけでなく PMCA2、PMCA3、PMCA4 も象牙芽細胞に発現する
ことが示された。象牙芽細胞において PMCA は細胞内 Ca2+濃度の恒常性維持に関与していること
が示唆された。加えて、PMCA を介した石灰化前線への Ca2+排出が、生理的条件下での象牙質形成
と象牙質表面への刺激で生じる象牙細管内液移動による象牙芽細胞膜伸展や高 pH 製剤投与時の
アルカリ刺激に伴う象牙質形成に重要な役割を果たすことが示唆された。PMCA は DMP-1 と DSPP
産生には関与せず石灰化を促進することが示唆された。本研究で得られた成果は、象牙芽細胞の
PMCA の詳細な発現と細胞機能に対する役割を明らかにした国内外でも唯一の報告となった。脳
に発現する PMCA は細胞内の Ca2+と細胞外の H+の交換を行うことで細胞外環境から H+を取り除き
細胞外 pHを増加することが報告されている（Makani S and Chesler M., 2010）。したがって、
象牙芽細胞に発現する PMCA が Ca2+-H+交換能をもつのか、その活性化が細胞外環境の pH を増加
するのかについてはさらなる研究が必要であるが、PMCA の活性を調節する薬剤が新規の象牙質
形成促進剤開発につながる可能性が期待できる。 
 



（3) 象牙芽細胞での細胞内 cAMP シグナルと Ca2+シグナルのクロストーク 
① アデニル酸シクラーゼとβ2受容体活性化による細胞内 cAMP レベルと細胞内遊離 Ca2+濃度変
化の検討 
 細胞外 Ca2+存在下で、アデニル酸シクラーゼ活性化薬（forskolin）を投与すると濃度依存性
に細胞内 cAMP レベルが増加した。その増加は SQ22536 の投与で有意に抑制された。Gsタンパク
質共役型受容体であるβ2受容体アゴニスト(isoproterenol)を投与すると細胞内cAMPレベルが
濃度依存性に増加した。その増加はアデニル酸シクラーゼの抑制薬である SQ22536 の投与で有
意に抑制された。細胞外 Ca2+存在下で、forskolin または isoproterenol を投与すると細胞内遊
離 Ca2+濃度は増加した。細胞外の Ca2+を除去すると forskolin 誘発性細胞内 cAMP レベル増加は
変化しなかったが、forskolin 誘発性細胞内遊離 Ca2+濃度増加は見られなかった。このことから
forskolin または isoproterenol は細胞外からの Ca2+流入を誘発することで細胞内 Ca2+濃度が増
加することが示唆された。 
② 細胞内 cAMP 増加誘発性 Ca2+流入経路の検討 
 細胞外 Ca2+存在下での forskolin 誘発性細胞内遊離 Ca2+濃度増加の経路を検討した。細胞外
Ca2+存在下で、forskolin を投与すると細胞内 cAMP レベルと細胞内遊離 Ca2+濃度は増加した。
Forskolin 誘発性細胞内 cAMP レベル増加は、TRP vanilloid subfamily member 1（TRPV1）、
TRPA1、Piezo1、Ca2+ release-activated Ca2+（CRAC）、環状ヌクレオチド感受性（CNG）チャネ
ル、L型電位依存性 Ca2+チャネル（VGCC）阻害薬の投与で変化しなかったが、Na+-Ca2+交換体（NCX）
阻害薬の投与で抑制された。Forskolin 誘発性細胞内遊離 Ca2+濃度増加は TRPV1、TRPA1 チャネ
ル、酸感受性イオンチャネル（ASIC）1a、ASIC3、T 型 VGCC、NCX 阻害薬の投与で変化しなかっ
たが、Piezo1、CRAC、CNG チャネル、L型 VGCC 阻害薬の投与で増加した。 
③ まとめ 
①と②の結果から、象牙芽細胞の Gs タンパク質共役型受容体の活性化はアデニル酸シクラー

ゼの活性化により細胞内 cAMP レベルを増加すること、細胞外からの Ca2+流入を誘発することが
示唆された。アデニル酸シクラーゼ活性化で生じた Ca2+流入は TRPV1、TRPA1、Piezo1、CRAC、CNG
チャネル、ASIC1a、ASIC3、L 型 VGCC、T 型 VGCC、NCX を介さないことが示唆された。現在、継
続して研究を続けており、アデニル酸シクラーゼ活性化で生じた Ca2+流入は Zn2+の投与で抑制さ
れることが示された。今後、Zn2+感受性 Ca2+チャネルに着目し研究を進めていきたい。Ca2+流入経
路を含め、さらなる象牙芽細胞での細胞内 cAMP シグナルと Ca2+シグナルのクロストークの解明
は象牙質形成に重要な象牙芽細胞内 Ca2+シグナルに対する cAMP の修飾を明らかにすることにつ
ながり、象牙質形成機構の新たな理解をもたらし、反応象牙質形成を促進する新規薬剤の開発の
糸口となる可能性がある。 
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