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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト歯髄培養細胞（hDPCs）においてBMP-1により制御されるGCaseが
果たす役割の解明と新規創傷治癒因子の同定を目的に研究を行った。
　GCaseはlysosomeに局在することが知られるが、BMP-1によりGCaseはimportin-βを介した核内輸送経路によっ
て核移行しCCN2のmRNA発現を調節することを明らかにした。加えて、hDPCsにsiGCaseを導入しRNA-seqにて解析
したところ、BMP-1-GCaseはDNA replicationなどに関与する複数の遺伝子の発現を制御することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of this study was to elucidate the role of GCase regulated by 
BMP-1 in human dental pulp cells (hDPCs) and to identify novel wound healing factors.
　We found that BMP-1-mediated nuclear accumulation of GCase through importin-β-mediated nuclear 
import pathway regulates mRNA expression of CCN2. In addition, RNA-seq analysis of hDPCs transfected
 with siGCase revealed that BMP-1-GCase regulates the expression of multiple genes involved in DNA 
replication.

研究分野： 保存治療系歯学

キーワード： 象牙質・歯髄複合体　BMP-1　GCase

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　BMP-1が細胞内の標的分子としてGCaseの局在を制御しCCN2遺伝子発現に関与するとの報告はなく、また象牙
質・歯髄複合体におけるスフィンゴ糖脂質分解酵素に着目した研究も皆無であることから本研究成果は学術的意
義を有すると考える。
　GCase遺伝子の変異を原因とする疾患にGaucher病があるが、本研究はGCaseの新たな制御機構を解明したこと
でGaucher病の診断や治療薬の開発に寄与する可能性を有しており、歯科に止まらない幅広い社会的意義を持つ
ものと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は齲蝕に罹患した象牙質・歯髄複合体の創傷治癒におけるプロテアーゼを起点と

した機序を解明することで、歯髄保存療法へ応用可能な新規標的分子の同定と機能解析を行い

創薬への展開を目的として研究を行っている。 

これまでの研究から、齲蝕歯の象牙芽細胞様細胞および修復象牙質において発現が亢進する

bone morphogenetic protein (BMP)-1が glucosylceramidase (GCase)を標的とすることを明らかにし

ている。GCase は glucosylceramide を glucose と ceramide に加水分解する酵素であり lysosome

に局在することが知られているが、興味深いことに BMP-1 の存在下で核へ集積することを見出

している。分子の核内への輸送は nuclear localization signal (NLS) 配列を認識した importinによ

って行われる。しかしながら、BMP-1-GCase 系が importin核内輸送経路を介するとの報告は見

当たらない。 

一方で、研究代表者は過去の研究から BMP-1が cellular communication network factor (CCN) 2

の発現を促進することを明らかにしている (Muromachi et al., 2015)。 

このことから、本研究では BMP-1 による CCN2 発現における GCase の核移行と importin-の

核内輸送経路の関与について検討を行うとともに、RNA-seq を用いた網羅的解析から歯髄にお

いて BMP-1-GCase 系が制御する新規創傷治癒因子の同定を試みるという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒト歯髄培養細胞（hDPCs）において BMP-1 により制御される GCase の局在お

よび CCN2 発現における役割の解明と新規創傷治癒因子の同定を目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養：治療目的で抜歯予定の患者に研究のインフォームドコンセントを行い、同意後

に抜去された健全歯から歯髄を抽出したのち、3～5代継代培養した細胞を hDPCs として実

験に用いた。なお本研究は神奈川歯科大学倫理委員会の承認を得て行った(承認番号：277)。 

(2) Immunofluorescence： hDPCs を chamber slide に播種し rhBMP-1 (500 ng/ml) で刺激したのち

に、4%パラホルムアルデヒドにて固定後、rabbit anti-GCase 抗体および mouse anti-LAMP1

抗体を一次抗体として、Alexa Fluor 594-conjugated F(ab’)2 fragments of goat anti-rabbit IgG (H 

+ L) 抗体および goat anti-mouse IgG H&L (Alexa Fluor 488)抗体を二次抗体として蛍光多重免

疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いてGCaseとLAMP1の細胞内共局在を解析した。

また hDPCs を importin- 阻害剤 importazole (5 M)および exportin 1 阻害剤 KPT- 276 (10 

M) にて 1時間前処理したのちに rhBMP-1で刺激し蛍光免疫染色を行い GCaseの核移行を

解析した。 

(3) siRNA transfection：hDPCs を lipofectamine 2000 および 200 nM siRNA にて 24 時間刺激し

GCase のノックダウン系を作製した。siGCase の導入後に hDPCs を rhBMP-1 にて刺激した

のちに total RNAを抽出した。 

(4) Real-time RT-PCR：total RNAから PrimeScript RT Master Mixを用いて逆転写反応により cDNA

を合成したのちに、Thermal Cycler Dice Real Time System II を用いて Real-time RT-PCRを行

った。 



(5) RNA-seq：hDPCs に siRNAを導入し GCase のノックダウンを行ったのちに BMP-1 にて刺激

後に total RNAを抽出し、次世代シーケンサーによる RNA-seq 解析にて転写産物の発現変動

を網羅的に探索した。 

 

４．研究成果 

(1) BMP-1 によって GCase は lysosome ではなく核へ集積する 

hDPCsにおいて、cont.群では GCase は lysosome マー

カーである LAMP1 と一致する局在を示した。またわ

ずかに核にも GCase シグナルを認めた。 

一方で、BMP-1 群においては核における GCase シグ

ナルが増強した（Fig. 1）。 

 

 

 

 

(2) GCase は BMP-1 による CCN2 発現の制御に寄与する 

hDPCs にデザインの異なる 2 種の siGCase を導入したのちに

BMP-1 にて刺激したところ、CCN2 mRNA発現は GCase ノック

ダウンによって有意に抑制された。なお、siGCase は CCN2 発現

のベースラインに影響を及ぼさないことから、CCN2 発現におけ

る GCase の働きは BMP-1 特異的であると考えられた（Fig. 2）。 

 

 

 

 (3) Importin-を介した GCase の核内輸送による BMP-1 誘導性 CCN2 発現の調節 

 

BMP-1 による GCase の核移行は

importin-阻害剤である importazole

にて抑制された。Exportin 1 阻害剤

である KPT-276 は単独で GCase の

核移行を促進したが、BMP-1 との相

加相乗効果は認めなかった（Fig. 

3A）。核内の GCase シグナル強度は

3 つの異なる実験ごとに無作為に選

んだ部位で定量した（Fig. 3B）。

BMP-1 による CCN2 mRNA 発現は

importazole によって有意に抑制さ

れた（Fig. 3C）。 
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(4) BMP-1-GCase 系が hDPCs の転写産物に及ぼす影響の網羅的解析 

hDPCsに siGCaseを導入したのちに BMP-1にて刺激を行い total RNAを抽出して RNA-seq解

析に供したところ、Gene ontology解析の結果から BMP-1-GCase 経路は DNA replication などに

関与する複数の遺伝子の発現を制御することを明らかにした。 

 

以上の結果から、hDPCs において BMP-1は importin-による GCase の核移行を介して CCN2

の mRNA 発現を調節することが明らかとなった。BMP-1 によって核移行した GCase は核内の

DAPI 不染領域、すなわち高次構造がゆるみ遺伝子発現が活性化している euchromatin に多く局

在している。加えて、GCase の C 末端には NLS 様の配列が存在することから、核内において

GCase が転写因子様の役割を持つ可能性が予測される。 

本研究は、BMP-1 がプロテアーゼとして細胞外マトリクス合成に関与する既知の働きのみ

ならず、GCase を介して細胞における遺伝子発現を制御する可能性を見出した点で大きな意義

を有すると考えられる。BMP-1-GCase 経路が象牙質・歯髄複合体の新たな創傷治癒マーカーと

なり得る可能性もあり、生体に則した新規覆髄剤の開発に資するものと考えられる。 
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