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研究成果の概要（和文）：ヒト歯髄組織および象牙質をバイオマテリアルとして再利用するため

に、それらに含まれると考えられる組織再生因子の解析を行った。その結果、歯髄組織には強

力な骨形成タンパク質である BMPsはもとより、様々な硬組織関連因子や組織再生因子が発現
していることが確認された。また、それらの担体として用いられるマテリアルも、BMP-2 や
BMP-7を含むことが確認され、硬組織再生に有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：It was analyzed the tissue regeneration factor included in the 
human pulp tissue and dentin for reusing as biomaterial. In the result, it was revealed 
there existed many hard tissue relative factors and tissue regeneration factors in addition 
to BMPs, strong bone morphogenetic factor. It was affirmed that the materials using as 
carriers for dental pulp included BMP-2 and BMP-7, it was suggested they were useful as 
hard tissue regeneration. 
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１．研究開始当初の背景	 
⑴	 歯の形成・維持に重要な役割をもってい
るヒト歯髄組織には、強力な硬組織形成因子
である骨形成タンパク質	 (BMP)の存在が知
られており、通常廃棄される抜去歯に含まれ
る歯髄組織は、硬組織の再生に利用できる可
能性がある。また、硬組織を効率よく再生す
るためには、歯髄組織と担体との親和性も重
要な要件である。	 
	 

⑵	 肝細胞増殖因子	 (HGF)は、血管や様々な
組織・臓器の再生機能を有することが解明さ
れており、肝疾患や腎疾患、肺疾患などへの
臨床応用が期待されている。神経栄養因子	 
(NGF)は、脳神経の機能回復を促し、アルツ
ハイマー病や痴呆症の治療および予防に効
果があるといわれている。もし、これらの組
織再生因子が歯髄組織に含まれていること
が明らかになれば、歯髄組織のさらなる再利
用の可能性が高くなる。	 
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２．研究の目的	 
⑴	 抜去歯に含まれるヒト歯髄組織を用い
た硬組織関連因子および組織再生因子の解
析	 
	 
⑵	 歯髄組織の担体との親和性の解析を目
的とする。	 
	 
３．研究の方法	 
⑴	 ヒト歯髄組織の遺伝子解析	 
	 抜去歯からヒト歯髄組織を採取し、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 を行い、
BMP 遺伝子および硬組織関連因子、組織再生
因子の解析を行う。	 
	 
⑵	 ヒト歯髄組織のタンパク質解析	 
	 抜去歯からヒト歯髄組織を採取し、採取し
た歯髄組織を用いて SDS-PAGE およびウェス
タンブロッティングを行い、BMP タンパク質
および硬組織関連タンパク質、組織再生因子
の解析を行う。	 
	 
⑶	 ヒト歯髄組織のタンパク質の発現状態
を解析	 
	 BMP 遺伝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、
⑵と同様に SDS-PAGE とウェスタンブロッテ
ィングを行い、発現状態を解析する。	 
	 
⑷	 担体のタンパク質解析	 
	 歯髄組織の担体として用いるマテリアル
も、SDS-PAGE およびウェスタンブロッティン
グを行い、BMP タンパク質の解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
⑴	 
①	 ヒト歯髄組織における BMPs および硬組
織関連遺伝子の発現	 

	 

RT-PCR の結果、BMPs のうち BMP-2、BMP-4、
BMP-6、BMP-7 の遺伝子発現が認められた。ま
た、アルカリフォスファターゼ	 (ALP)、オス
テオポンチン	 (OPN)、象牙質シアルタンパク
質	 (DSP)、象牙質マトリックスタンパク質-1	 
(DMP-1)、オステオカルシン	 (OCN)の発現も

認められた。	 
	 
②	 ヒト歯髄組織における HGF および NGF 遺
伝子の発現	 

	 

	 	 	 	 

	 
RT-PCR の結果、ヒト歯髄組織には HGF および
NGF の遺伝子発現が認められた。	 
	 
	 
⑵	 	 
①	 ヒト歯髄組織に抗 BMP-2 抗体を用いた	 
	 	 ウェスタンブロッティングの結果	 
	 

	 	 	 	 	 	 

	 
	 還元条件のため、rhBMP-2 は二量体の s-s
結合が切れて 16kDa の位置に存在している。
一方、ヒト歯髄組織は強いシグナルを示すバ
ンドが 50kDa に検出され、弱いシグナルのバ
ンドが 34kDa、25kDa、16kDa の位置に検出さ
れた。	 
	 	 
②	 FLAG-BMP-2 融合タンパク質およびヒト
歯髄組織に抗 BMP-2 抗体と抗 FLAG 抗体を用
いたウェスタンブロッティングの結果	 
	 



	 

	 

構築ベクターにより発現させた抗 BMP-2 抗体
と抗 FLAG 抗体は、同じ位置に検出された。	 
	 
①と②に結果より、ヒト歯髄組織中の BMP−
２は、主に前駆体の状態であることが示唆さ
れた。	 
	 
③	 ヒト歯髄組織に抗 HGF 抗体を用いた	 
	 	 ウェスタンブロッティングの結果	 

	 	 	 	 	 	 

	 還元条件のため、分子量 83kDa である成熟
型 rhHGF は、重鎖と軽鎖の s−s 結合が切れ、
重鎖のバンドのみ 65kDa の位置に存在してい
る。	 
	 一方、ヒト歯髄組織は、強いシグナルを示
す重鎖のバンドが 53kDa の位置に検出され、
弱いシグナルのバンドが 40kDa と軽鎖の
30kDa の位置に検出された。	 
	 
④	 ヒト歯髄組織に抗 NGF 抗体を用いた	 
	 	 ウェスタンブロッティングの結果	 
	 

	 	 	 

	 還元条件のため、分子量 26kDa である成熟
型rhNGFは、二量体のs−s結合が切れて13kDa
に存在している。	 
	 一方、ヒト歯髄組織は、強いシグナルを示
すバンドが前駆体 NGF の分子量である 53kDa
の位置に検出された。	 
	 
③と④の結果より、ヒト歯髄組織はHGFやNGF
を含んでおり、組織再生因子として再利用で
きる可能性があることが示唆された。	 
	 
⑤	 担体として用いるマテリアルに抗 BMP-2
抗体を用いたウェスタンブロッティングの
結果	 

	 	 	 	 	 

	 
⑥	 担体として用いるマテリアルに抗 BMP-7
抗体を用いたウェスタンブロッティングの
結果	 



	 	 	 	 
	 担体として用いられる材料として、ハイド
ロキシアパタイト（HAp:	 APACERAM-AX®）と象
牙質から作製されるヒト脱灰象牙質(DDM)を
ラットの背部皮下に埋植後、１日後に摘出し
抗 BMP-2 抗体および抗 BMP-7 抗体を用いてウ
ェスタンブロッティングを行った。⑤と⑥の
結果より、どちらのマテリアルも BMP-2 およ
び BMP-7 との親和性がよく、担体として有益
であることが示唆された。	 
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