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研究成果の概要（和文）： 

本研究はヒト歯髄培養細胞におけるプラスミンによる COX-2 産生シグナルと炎症性サイトカ

インとの相互作用を解明することを目的とした。 

結果としてプラスミンはヒト歯髄培養細胞においてカルシニューリン、NFAT を介して COX-2

を産生したが、炎症性サイトカインは COX-2 産生シグナルに効果を示さなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
This study clarifies interaction between inflammatory cytokine and plasmin-induced 
COX-2 pathways in human dental pulp cells. As a result, plasmin provoked COX-2 
production via Ca/calcineurin/NFAT pathways. However, inflammatory cytokine had 
little or no effect on COX-2 mRNA expression by plasmin. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯髄の保存的治療法の確立は臨床上急務

な課題である。申請者はこれまでに歯髄炎の

病態の確立と治療薬開発への応用を目的と

し、ヒト歯髄培養細胞を用いて炎症性サイト

カインがプラスミノーゲンアクチベータ

（PA）産生に与える影響、およびプラスミン

の細胞に与えるアゴニスト因子としての作

用について研究を行ってきた。すなわち、uPA

によって変換されたプラスミンの protease 

activated receptors（PARs）への作用について

検討し、1）ヒト歯髄培養細胞では PAR-1、2、

4 が恒常的に発現していること、2）プラスミ

ンは、ヒト歯髄培養細胞において PAR-1 を活

性化させ、細胞内カルシウムイオン濃度

（[Ca
2+

]i）を上昇させること、3）また、PAR-1

活性化が、IL-8 の mRNA の発現を増強させる

ことや、作用 10 分後におけるプロスタグラ
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ンジン（PG）E2の細胞内からの遊離が促進す

ことを確認し、プラスミンがヒト歯髄培養細

胞に対してPAR-1を介して炎症性反応を惹起

することを報告した。続いて申請者はプラス

ミンによるPGE2の合成および分泌について、

さらに詳細な研究を進め、プラスミンがヒト

歯髄培養細胞において、4）作用 30 分で

cyclooxgenase (COX) -2 mRNA の発現および

タンパク質産生が促進し、5）1 時間後に PGE2

の分泌が促進すること、カルシニューリン阻

害剤 FK506 を用いた実験で、6）プラスミン

による COX-2 産生には細胞内における Ca
2+

-

カルシニューリンシグナリングを介するこ

とまで明らかにした。 

 

２．研究の目的 

 本研究では以下の２点に絞って研究を進

めた。 

① プラスミンによる COX-2 産生シグナル

の詳細な解明 

カルシニューリンの標的転写因子である

nuclear factor of activated T cells（NFAT）動態

を検索する必要があると考えられたため、刺

激後の細胞の核内外でタンパク質画分を分

け、ウェスタンブロット法にて NFAT の局在

を検討した。また、NFAT の核内における

COX-2 プロモーター配列との結合を確認す

る目的で、転写活性の測定を行った。 

② 炎症性サイトカインと Ca
2+

-カルシニュ

ーリンシグナリングとの相互作用 

プラスミンによる Ca
2+

-カルシニューリンシ

グナリングと炎症性サイトカインとの相互

作用について、[Ca
2+

]i 動態、COX-2 mRNA 発

現、PGE2産生量をそれぞれ検討した。 

 

３．研究の方法 

① ヒト歯髄培養細胞の培養、保存 

矯正学的理由により抜去された歯牙から歯

髄を無菌的に抽出し、約 2ｍｍ角に細断後 cell 

culture dish に静置し、アウトグロースした細

胞をヒト歯髄培養細胞とした。培養は 10％ウ

シ胎児血清および抗生物質添加-MEM を用

い、5～9 代継代した細胞を実験に用いた。 

② プラスミンによる NFAT を介した COX-2

産生シグナルの解明 

ウェスタンブロット法 

 細胞内タンパク質を、核内および細胞質画

分に分け、プラスミン作用後の NFAT 局在の

変化を検討する。ヒト歯髄培養細胞のタンパ

ク 質 画 分 の 分 離 は Qproteome Cell 

Compartment Kit（Qiagen）を用いてサンプルを

調整した。抗 NFATc1～c4 抗体には（anti 

NFATc1, c2, c3, c4, monoclonal antibody; 

Santacruz）を使用した。 

③ 炎症性サイトカインと Ca2+-カルシニュ

ーリンシグナリングとの相互作用の検討 

1）[Ca
2+

]i 動態の測定 

コンフルエントになったヒト歯髄培養細胞

を蛍光色素 Fura-2 にてラベルし、刺激後の細

胞内の蛍光を日本分光 CAF-110 スペクトロ

フルオロメーターにて測定した。13.5 mm カ

バーグラス上で細胞培養を行い、Fura-2 ラベ

ル後専用キュベット内に静置し刺激を行う。

励起波長 340 nm および 380 nm における比か

ら Grynkiewicz らの方法（J. Biol. Chem,, 1985）

により濃度換算を行った。 

2）炎症性サイトカインの COX-2 mRNA 発現

およびタンパク質産生への相乗効果 

・RT-PCR 法 

Pre-denaturation は 30min 50 ℃と 15min 95℃、

Denature：94℃30 秒、Anealing：55℃30 秒、

Extension：72℃30 秒------25cycles、Final 

extension 72 ℃10 分の条件で行った。 

・ウェスタンブロット法 

抗 COX-2 抗体には（anti COX-2 monoclonal 

antibody; Cayman）を使用した。 

3）PGE2産生量測定 

PGE2 EIA kit（Cayman）を用いて測定した。 

 
４．研究成果 

 

 

①カルシニューリン阻害剤である FK506 存

在下では、プラスミンおよび PAR-1 活性化剤

による COX-2 タンパク質発現は有意に抑制さ

れた。 

 



 

 

 

②プラスミンは刺激後 20 分から核内への

NFAT 輸送を、促進する傾向が認められた。 

 

 

③プラスミンによる核内への NFAT 輸送を、
FK506 は抑制した。 
 
④NFATc-1 転写活性の測定を、Transfactor 

NFATc-1chemiluminescent kit を用いて検討を
行ったところ、転写活性の上昇傾向を認めた
が、有意差は認められなかった。 

 

⑤炎症性サイトカインと Ca
2+-カルシニュー

リンシグナリングとの相互作用を行うにあ

たり、代表的な炎症性サイトカインである

IL-1b および TNF-a を用いて行った。 

第一に、COX-2ｍRNA 発現の変化について検

討を行ったが、それぞれ単独作用と同等な発

現の変化を認めたが、相乗効果は認められな

かった。 

 

本研究では、炎症性サイトカインとの相乗効

果は認められなかったが、今後の課題として、 

カルシウムシグナルに深く関与する protein 

kinase C の活性化とプラスミンシグナルにつ

いて検討を行っていく予定である。 
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