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研究成果の概要（和文）： 

１．歯を開発した電動粉砕装置に入れると 3 秒で歯が割れ，歯髄の採取が可能な状態になった．

本法は数歯から一度に歯髄を採取できる革新的歯髄採取技術である． 

２．ヒト歯髄の全 RNA を用いて RT-PCR をおこなった結果，BMP-2，-4， -6，-7 mRNA の

発現が認められた． 

３．歯髄由来タンパク質の SDS 還元溶解液に対して，抗 BMP-2 抗体で免疫ブロット解析した

結果，分子量 50 kDa にメインバンドが現れた．NGF と HGF も免疫ブロットで同定した． 

４．抗菌処理したヒト歯髄はヌードマウス背部皮下組織内で移植８週後に骨を誘導した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
1. Using our developed, electric tooth-mill, teeth were crushed for 3 seconds, and we 
could obtain dental pulps quickly. This novel method is an innovative technique to be 
able to obtain pulps at once from several teeth. 
2. The expressions of BMP-2, -4, -6, and -7 mRNAs were detected in human dental 
pulps by RT-PCR.  
3. In the reduced condition, human dental pulp-derived proteins revealed a main band 
at 50 kDa. NGF and HGF were also detected by immunoblotting. 
4. Human pulp after treatment of antibiotics induced bone in the back skin of nude 
mice at 8 weeks after transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年，骨髄幹細胞を使用した組織再生研究
が急速に発展しつつある．2003 年ヒト成人
歯髄組織に多分化能を有する幹細胞の存在

が発見された． 歯髄組織は骨髄同様に骨欠
損の再生治療などにその応用が期待されて
いる．さらに歯髄組織は現実的な幹細胞供給
源として，脊椎・脳神経外科領域における神
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経再生研究や再生医療においても注目され
るようになった．歯髄の BMPs 研究では，
1994 年ヒト歯髄由来の培養細胞に BMP-2，
BMP-4，BMP-6 の mRNA 発現がはじめて報
告された．1996 年培養していないヒト歯髄
組 織 に お い て も BMP-2 ， BMP-4 ，
BMP-7(OP-1) の mRNA 発現が確認された．
現在まで，ヒト歯髄に対する遺伝子レベルの
研究報告はみられるものの，タンパク質レベ
ルの基礎研究はなされていない． 

 

２．研究の目的 

ヒト歯髄組織中の BMPs および硬組織関連
遺伝子の解析とヒト歯髄による骨誘導の組
織学的観察 

３．研究の方法 

（1）total RNAの抽出および reverse 
transcription (RT) 
ヒト歯髄組織から，TRIzol Reagentを用
い，AGPC 法により total RNAを抽出し
た．TRIzol Reagent 1mlを歯髄組織に加
え，ダウンスホモジナイザーを用いてホ
モジナイズした．液を 1.5 ml チューブ
に移しクロロホルム 200 µl を加え遠心
し（12000 rpm，4℃で 30 分間），3層に
分離した．3層の中で最も上層の RNA 層
を RNAase Free のチューブに移した後，
2-プロパノールを 500 µl 加え，室温で
10分間反応させ遠心した（12000 rpm，
4℃で 10 分間）．上澄を除去後，70% エ
タノールを 200 µl 加えてよく混和し，
遠心分離をおこなった（12000 rpm，4℃
で 5分間）．エタノール除去後，ぺレッ
トを５分間乾燥させ，10 µl の DEPC 
waterに溶解した．total RNA量は吸光
光度計を用いて測定し，1µg の total RNA
と SuperScriptⅢを用いて RT をおこな
い cDNA を作製した． 

（2）ヒト BMP および硬組織関連遺伝子の発
現検討 
コンベンショナル PCR は，材料および方
法 3で合成した 1µlの RT産物を鋳型と
し，耐熱性 polymerase に Platinum Taq  
および KOD plusを用いた． 
ヒト BMP-2およびヒト BMP-4 は，
Platinum Taq を用いて heat denature : 
94℃, 30 秒，annealing : 52℃, 30秒，
extention : 72℃, 30 秒の条件下でサイ
クル数を 35回でおこない，ヒト BMP-6
は KOD plusを用いて heat denature : 
94℃, 30 秒，annealing : 56℃, 30秒，
extention : 68℃, 30 秒の条件下でサイ
クル数を 35回とした．またヒト BMP-7
は KOD plusを用いて，heat denature : 
94℃, 30 秒，annealing : 56℃, 30秒，
extention : 68℃, 45 秒の条件下でサイ
クル数を 35回とした．また，硬組織関

連遺伝子であるアルカリフォスファタ
ーゼ(ALP), オステオポンチン(OPN), 
オステオカルシン(OCN), 象牙質シアロ
タンパク質(DSP), 象牙質マトリックス
タンパク質-1 (DMP-1) は Platinum Taq 
を用いて heat denature : 94℃, 30秒，
annealing : 58℃, 30 秒，extention : 
72℃, 30 秒の条件下でサイクル数を 35
回でおこなった．PCR産物は，135V，15
分間 1.5% agarose gel を用いて電気泳
動して分離した． 

（3）ウエスタンブロッティングによる
BMP-2タンパク質の検出 
ヒト歯髄組織を SDS sample buffer 
100µl で溶解し，5分間煮沸した．煮沸
後サンプル 20µl を PAGE ゲルで電気泳
動をおこない (298 V，30 mA ，55分)，
泳動終了後にタンパクを PVDF膜に転写
した．転写した PVDF膜を Block Aceを
用いて常温で２時間ブロッキングした．
一次抗体として抗 BMP-2抗体 (R&D, 
Minneapolis, MN, U.S.A.)を常温で２時
間反応させ，PBS-Tを用いて 10分間洗浄
を 3回おこなった．二次抗体には goat 
anti–mouse IgGを室温で１時間反応さ
せ，さらに PBS-Tにて 10分間洗浄を 3
回おこなった後，ECLTM plus を５分間反
応させ，LightCapture を用いて検出し
た． 

（4）生物検定 
免疫不全マウス（ヌードマウス，雄性, 4
週齢）背部に約 10 mmの切開を加え, 皮
下結合組織を鈍的に剥離してポケット
を形成した． 移植物を切開創から 10 mm
の距離をとって挿入し, 創部をナイロ
ン糸で 1針縫合して, 閉鎖創とした．８
週後に摘出し，ヘマトキシリン−エオジ
ン染色後に観察した． 
 

４．研究成果 
（1）ヒト歯髄組織中の BMP および硬組織関

連遺伝子の発現 
ヒト歯髄組織より抽出した total RNA を
用い，RT-PCR 法により BMPおよび硬組織
関連遺伝子の発現を検討した結果，ヒト
歯髄組織には BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP 
–7 および硬組織関連遺伝子である ALP, 
OPN, OCN, DSP, DMP-1 mRNA が発現して
いた． 

（2）ヒト歯髄組織中の BMP-2 および BMP-4 
mRNAの定量 
RT-PCR 解析で使用したものと同じサン
プルを用いて，ヒト歯髄組織に存在する
BMP-2 mRNA と BMP-4 mRNA の定量を行な
った．mRNAはそれぞれのヒト BMPの cDNA
を用いて検量線を作製し，それと比較す
ることで定量した．ヒト歯髄組織には



 

 

BMP-2 は total RNA 1µg 当たり 0.035 a 
mol，BMP-4はtotal RNA 1µg当たり 0.270 
a mol 存在していた． 

（3）ヒト歯髄組織における BMP-2 タンパク
質の同定 
ヒト歯髄組織の組織抽出液を使用して，
還元条件下で SDS-PAGE をおこない，ウ
エスタンブロッティング法（抗ヒト
BMP-2 モノクローナル抗体，R&D 社）に
より BMP-2タンパク質を検出した．強い
シグナルを示すバンドが 50kDaの位置に，
弱いシグナルのバンドが 32kDa, 25kDa,
および 16kDaの位置に検出された． 
生理的状態の歯髄には BMP-2が主に未熟
型で存在していたことから，カリエスな
どのストレス刺激により，未熟型 BMP-2
が活性型になるものと考えられる．  

（4）NGF（神経栄養因子）と HGF（肝細胞増
殖因子）の同定 
NGF と HGF をウエスタンブロッティング
法で検出した．歯髄における HGF の同定
は，文献検索より初めてであり，科学的
意義が大きい．血管再生に使用可能と考
える．NGF が高濃度に存在していたこと
から，神経再生に使用可能と考える． 

（5）フローサイトメトリーによる歯髄細胞
分析 
細胞表面抗原（CD105, STRO-1）に関す
る情報をインプットしたフローサイト
メトリーで歯髄を検索した結果，幹細胞
マーカーである CD105 と STRO-1 抗原の
発現が 8-10％に認められ，成体歯髄幹細
胞の存在が示唆された． 

（6）ヒト抜去歯から簡便な歯髄採取方法の
検討 
初年度はタービンバーを使用して歯に
溝を形成後，へーベルで分割して採取し
た．この方法は切削粉塵の飛散が問題で
あり，歯髄採取に 25分の時間を要した．
開発した歯の電動粉砕装置を使用する
と３秒で破砕でき，ヒト歯髄が回収可能
状態になることが判明した．それは，衝
撃により瞬時に歯が割れるためである．
タービンバーを使用する場合は歯髄採
取に 25 分かかっていたが，伝動装置に
より 5分で採取可能となった．なお，採
取歯髄を抗菌処理（ストレプトマイシン，
ペニシリン，アムホテリシン B 含有溶液
に浸漬）後，細胞増殖に成功した．従来
の手動採取方法（時間：約 25 分）に比
べて，電動粉砕法は圧倒的短時間（5分）
で歯髄採取が可能になった． 

（7）免疫不全マウスを用いた生物検定系
（動物実験と組織標本観察） 
歯の自動粉砕機（特許公開中：本学知的
財産）での粉砕後に得られた象牙質顆粒
を 2.0%硝酸で完全に脱灰した．歯髄は上

記の抗菌処理後に使用した．ヒト脱灰象
牙質顆粒／除菌処理歯髄複合物をヌー
ドマウス(4 週齢，雄)の背部皮下に埋入
した結果，８週後に骨様象牙質の誘導現
象を確認した．なお，歯髄を抗菌処理し
ないと免疫不全マウスのため，細菌増殖
により感染が成立して，移植した歯髄細
胞は融解壊死となることを組織学的に
観察した． 

（8）結論 
ヒト歯髄組織には BMP-2, BMP-4, BMP-6, 
BMP-7 の 4 種の mRNA が発現しているが，
その発現レベルは低く，BMP-2 タンパク
質は主に 50kDa の前駆体の状態で存在
していた．生理的状態の歯髄組織は石灰
化に関して休眠状態にあることが示唆
された． 
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