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研究成果の概要（和文）： 

う蝕で失った歯質（象牙質）を再生することは歯科医療の大きな目標の一つである。Bone 
Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)は象牙質を作る細胞（象牙芽細胞）の分化を調節する
協力な成長因子である。ヒト歯髄細胞を 10 mM 細胞外カルシウムあるいは 3mM 細胞外
リン酸で刺激すると BMP-2 遺伝子の発現が増強されることを遺伝子および蛋白レベルで
明らかにした。さらに、その分子機構には Mitogen-Actiated Protein Kinase (MAPK)フ
ァミリー分子である Extracellular Signal-regulated Kinase (ERK)-1/2 という分子は関
わっていることを見出し、今後、歯科医療において BMP-2 の発現を人為的に増強するこ
とに基づいた治療法につながる可能性を示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

It is one of the big aims of dentistry to reproduce a tooth substance (dentin) which is 
lost in caries. Growth factor BMP-2 regulates odontoblastic differentiation to make 
dentin. I clarified that the expression of BMP-2 gene was enhanced in human pulp 
cells upon stimulation with not only 10 mM calcium ion but also 3 mM inorganic 
phosphate via ERK/MAPK signaling pathway. This finding suggested possibility to be 
connected for a cure to enhance expression of BMP-2 in dentistry in future. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、露出歯髄に対して修復象牙質の形成
を促す歯髄直接覆髄方法として、水酸化カ
ルシウムが臨床で広く用いられている。本
薬剤は高アルカリ pH による象牙芽細胞壊
死の誘導と、それに引き続く壊死層直下へ

の未分化歯髄細胞の遊走により修復象牙質
の形成がされるが、その薬理作用の機序は
明らかではない。また、本術式の 5年後成
功率は報告者により幅が大きく安定した治
療法とは言えない。近年、象牙芽細胞の分
化 機 序 の 解 析 が 進 む 中 、 Bone 
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Morphogenetic Protein (BMP)2が重要な役
割を演じていることが明らかにされている。
また、動物実験における露出歯髄への局所
投与は、象牙質の形成を強く誘導するなど、
その臨床応用に期待が高まっている。しか
しながら、半減期の短さや多量の蛋白投与
の必要性などから、近年、生体歯髄への
BMP2 の遺伝子導入を目指した研究が国内
外で進んでいるものの未だ臨床研究にとど
まる。 
２．研究の目的 
露出した歯髄に対して高い予知性をもつ
象牙質再生法の確立は歯内療法の最大の
目標の一つである。申請者らは、「細胞外
カルシウム（Ca2+）および細胞外リン酸
（Pi）は象牙芽細胞の分化を誘導し、象
牙質形成を促進する」という仮説を立て
た。本仮説は、歯髄細胞を細胞外 Ca2+お
よびPiで刺激することによりBMP-2の発
現が誘導されるというこれまでに報告の
ない斬新な予備データに基づいている。
本研究は BMP-2 の発現誘導の機序を分子
生物学的に証明することにより、〈Ca2+〉-
〈Pi〉—〈BMP2〉反応系を軸とした象牙質再
生促進材開発の基盤を構築することを目
的とする。 

３．研究の方法 

ヒト歯髄細胞を 10%FBS alpha-MEM培地にて
継代培養を行い、コンフルエントになった細
胞を実験に供した。Ca2+刺激は CaCl2を添加す
ることで細胞外 Ca2+濃度(1.8mM-20mM)を調節
し、リン酸は NaH2PO4/Na2HPO4 (pH7.4)を
添加することで刺激を行なった。BMP2 mRNA
発現は SYBRグリーンを用いたリアルタイム
RT-PCR法(Bio Rad)にて解析を行い、培養上
清中の BMP-2産生量は ELISA法を用いて検出
した。ヒト BMP2プロモーター活性は、3 kb
ヒト BMP2プロモーターのクローニングを行
い、ルシフェラーゼレポータープラスミド
（pGL3、ペロメガ社）を用いて作成し、ルシ
フェラーゼ活性を測定した。MAPキナーゼ系
シグナル分子のリン酸化は、Phospho - p44 / 
42 MAP kinase (Thr202/Tyr204) および p44 / 
42 MAP kinase抗体を用いたウェスタンブロ
ット法により解析した。 
 
４．研究成果 
BMP-2 は強力な骨形成促進作用を有し、象牙
芽細胞の分化を調節する成長因子である。ヒ
ト歯髄細胞を 10mM 細胞外カルシウムで刺激
すると MAPK ファミリー分子である ERK およ
びカルシウムイオンチャネル依存的に
BMP-2mRNA 発現の増強されることを明らかに
した。さらに、ヒト歯髄細胞を 3mM細胞外リ
ン酸で刺激するとERK 依存的にBMP-2mRNA発
現および BMP-2のプロモーター活性が増強さ
れることを明らかにした。そのシグナル伝達

機構について検討したところ、ERK の活性化
はリン酸刺激後数分後と数時間後をピーク
とする二相性を示すことが明らかとなった。
さらにこの BMP-2発現増強には ERKシグナル
経路とは非依存的にプロテインキナーゼ Aの
活性化が関与していることが明らかとなっ
た。また、培養上清を用いた ELISA法により
タンパクレベルでの発現増強が明らかとな
りオートクリン的に作用している可能性が
示唆された。細胞外リン酸に対する細胞膜ト
ランスポーターの発現に関して検討したと
ころ、Naイオン依存性リン酸トランスポータ
ータイプ I（NaPi-I）、NaPi-IIa、 NaPi-IIb
の発現は見られず、NaPi-IIIのみ発現してい
ることが明らかとなった。さらに、同様の反
応はヒト歯根膜由来細胞においても見られ
たが、マウス多分化能未分化間葉系細胞
C3H10T1/2 では見られなかったことから、組
織あるいは細胞の分化度に依存している可
能性も示唆された。 
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