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研究成果の概要（和文）：象牙芽細胞に発現するNa+-Ca2+交換体は、象牙質への外的刺激に伴う象

牙質石灰化前線への直接的なCa2+輸送経路、細胞内Ca2+濃度を維持するためのCa2+輸送経路として

機能していることが示唆された。加えて、象牙芽細胞はTRPV1チャネル、TRPM8チャネル、TRPA1

チャネルにより露出象牙質への外的刺激を受容し、感覚伝達などの細胞機能を駆動する感覚受容

細胞として役割を果たしている可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Functional TRPV1- Na+-Ca2+ exchager coupling mediates Ca2+ extrusion 

to drive reactional dentinogenesis and maintain [Ca2+]i homeostasis. This study suggests 
that two separate dental pulp functions, that in protective dentin formation and that in 

sensory reception, are simultaneously driven by TRPV1, TRPM8, TRPA1 activation following 

stimuli applied external to odontoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 
象牙芽細胞は象牙質形成細胞であり、生涯

にわたる生理的象牙質形成と生体内外から
の刺激に伴う病理的象牙質形成を駆動する
ことは広く知られている。しかしながら、歯
牙硬組織疾患などに伴う象牙質表面からの
外的刺激と関連した象牙質形成における象
牙芽細胞の役割は未知である。加えて、歯牙
への外的刺激受容－象牙質形成過程と深く
関連する歯髄・象牙質感覚の受容機構も未だ
統一見解はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では象牙芽細胞における象牙質へ

の外的刺激と関連する象牙質形成過程なら
びに歯髄・象牙質感覚の受容機構における象

牙芽細胞の役割を明らかにするため、熱・冷
刺激である温度刺激、機械刺激、侵害刺激に
感受性をもつチャネルである TRP（transient 
receptor potential）チャネルに着目し、象牙芽
細胞における外的刺激の受容機構と、それに
関連する細胞膜・細胞内信号を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1)歯髄スライス標本作製 

 ペントバルビタール麻酔下で新生仔ウィ

スターラット（5～10 日齢）より得た片側下

顎骨からマイクロスライサーを用いて厚さ

500 μm の下顎骨歯髄横断切片を作製した。

本切片から周囲の不要な組織を取り除き、歯

髄の外周に象牙芽細胞が配列する歯髄スラ
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イス標本を作製した。作製した歯髄スライス

標本は酵素処理後、24 時間初代培養を行った。 

 

(2)免疫蛍光染色及び免疫化学染色 

 歯髄の外周に配列する細胞が象牙芽細胞

であることを同定するために dentin matrix 

protein-1, dentin sialoprotein, nestin を

用いて免疫蛍光染色を行った。また、TRPV1

チャネルとカンナビノイド（CB）受容体 1、

TRPM8 チャネル、TRPA1 チャネルの象牙芽細

胞における局在を調べるために免疫化学染

色を行った。 

 

(3)細胞内 Ca2+濃度測定 

 歯髄スライス標本周囲に存在する象牙芽

細胞に細胞内 Ca2+指示薬（Fura-2）を負荷し、

細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）を 2 波長励起にお

ける蛍光強度比で記録した。 

 

(4)パッチクランプ記録 

 歯髄スライス標本周囲に存在する象牙芽

細胞にガラス管電極を適用し、電位固定条件

下でホールセルパッチクランプ記録を行う

ことで TRPV1 チャネル電流を計測した。 

 

４．研究成果 

(1) TRPV1 チャネルアゴニスト、低 pH刺激は

[Ca2+]iを増加する 

TRPV1 チャネルアゴニストのカプサイシン

（CAP）、レシニフェラトキシン（RF）、TRPV1

チャネルと CB 受容体アゴニストであるアナ

ンダマイド（AEA）を投与すると、細胞外 Ca2+

非存在下では[Ca2+]i に変化はみられなかっ

たが、細胞外 Ca2+存在下では[Ca2+]iが増加し

た。これらの[Ca2+]iの増加は、TRPV1 チャネ

ルアンタゴニストであるカプサゼピン（CPZ）

で抑制された。また、低 pH 刺激においても

CPZ感受性の一過性のCa2+流入が観察された。

これらの結果から象牙芽細胞に TRPV1チャネ

ルが発現していることが示された。 

 
(2) TRPV1 チャネルのアゴニスト結合部位の
特定 

CAP と AEA を投与してから TRPV1 チャネル
が活性化されるまでに遅延時間が生じた。し
かしながら、細胞外 Ca2+非存在下で AEA をあ
らかじめ投与した後に細胞外に Ca2+を投与す
るとすぐに[Ca2+]iが増加したことから、細胞
外にある CAP と AEA が TRPV1 チャネルにおけ
る結合部位に到達するまでに時間がかかる
ためCAP と AEAの細胞外投与によるTRPV1チ
ャネル活性化に遅延時間が生じたことが示
唆された。また、パッチクランプ記録におい
て、CAP を細胞内に投与した時は細胞外に投

与した時より早く内向き電流が誘発された。
これらの結果から CAP と AEA の結合部位が細
胞内に存在することが示唆された。RF の細胞
外投与では[Ca2+]i の増加と内向き電流の誘
発に遅延時間はみられなかった。これは RF
の結合部位が象牙芽細胞に発現する TRPV1チ
ャネルにおいて細胞外に存在することを示
唆している。 
 
(3) TRPV1チャネルとNa+-Ca2+交換体のカップ
リング 

TRPV1 チャネル活性化で細胞内に流入した

Ca2+の排出経路について検討した。細胞外 Ca2+

存在下で RF の投与による[Ca2+]i の増加がピ

ークに達した後の細胞からの Ca2+排出速度を

示す減衰時定数は、Na+-Ca2+交換体（NCX）阻

害薬である KB-R7943 を同時に投与すること

により延長した。このことから TRPV1 チャネ

ル活性化時において Ca2+排出により[Ca2+]を

調節するため TRPV1 チャネルと NCX が機能的

にカップリングしていることが示唆された。 

 
(4)CB1受容体と TRPV1 チャネルのクロスト
ーク 
CB 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト で あ る
2-arachidonylgrycerol（2-AG）の投与時には、
CB1 受容体アンタゴニストである AM251、
adenylyl cyclase 阻害薬である SQ22536、
CPZ 感受性の一過性の Ca2+流入がみられ、そ
の[Ca2+]iの増加はCB2受容体アン体アンタゴ
ニストである JTE907では抑制されなかった。
CAP、AEA、2-AG の反復投与を行ったとこ
ろ、それぞれの投与により誘発された[Ca2+]i

の増加は 2-AG 投与時では脱感作せず、AEA
投与時で若干、CAP 投与時で強く脱感作した。
これらの結果から、象牙芽細胞は CB1 受容
体と TRPV1 チャネルを発現しており、外的
な刺激がなくても CB1 受容体の活性化は
adenylyl cyclase を介した細胞内 cAMP シグ
ナル経路により TRPV1 チャネル誘発性の
Ca2+流入を引き起こすことが示唆された。 
 
(5)象牙芽細胞における TRPM8 チャネルの発
現と局在 

免疫組織学染色において TRPM8チャネルは

象牙芽細胞の膜遠心部と象牙芽細胞突起に

発現していることが示された。 

細胞外 Ca2+存在下で TRPM8 チャネルアゴニ

ストのメントール、イシリン、WS3、WS12 を

投与すると [Ca2+]i が増加した。イシリン、

WS3、WS12 による[Ca2+]iの増加は TRPM8 チャ

ネルアンタゴニストのカプサゼピンまたは

選択的な TRPM8 チャネルアンタゴニストの

5-benzyloxytryptamine（5-BOT）で抑制され

た。細胞外 Ca2+非存在下で WS3 を投与したと



 

 

きには[Ca2+]iに変化はみられなかった。また、

WS12 の反復投与を行ったところ、WS12 によ

る[Ca2+]iの増加は脱感作した。これらの結果

から象牙芽細胞に TRPM8チャネルが発現して

いることが示された。 

 

(6)象牙芽細胞における TRPM8 チャネルの発
現と局在 
免疫組織学染色において TRPA1チャネルは

象牙芽細胞の膜遠心部と象牙芽細胞突起に

発現していることが示された。 

細胞外 Ca2+存在下で TRPA1 チャネルアゴニ

ストのイソチオシアン酸アリル（AITC）を投

与すると[Ca2+]iは増加し、その増加は TRPA1

チャネルアンタゴニストである HC030031 で

抑制された。また、AITC の反復投与を行った

ところ、AITC による[Ca2+]i の増加は脱感作

した。このことから象牙芽細胞に TRPA1 チャ

ネルが発現していることが示された。 

 

(7) TRPM8 チャネル、TRPA1 チャネルの温度

感受性 

細胞外 Ca2+存在下で[Ca2+]iに対する冷刺激

の影響について検討した。冷刺激は細胞外液

の温度を 35˚C から 22˚C、26˚C から 13˚C に変

化させることで行った。細胞外液の温度 35˚C
から 22˚C の冷刺激は[Ca2+]iの増加を誘発し、

その増加は 5-BOT により抑制された。細胞外

液の温度 26˚C から 13˚C の冷刺激は[Ca2+]iの

増加を誘発し、その増加は HC030031 により

抑制された。これらの結果から、象牙芽細胞

に加わる冷刺激は TRPM8 チャネル、TRPA1 チ

ャネルによって受容されていることが示唆

された。 

 

(8) TRPM8 チャネル、TRPA1 チャネルの機械

感受性 

低浸透圧溶液の投与により膜伸展を誘発

させた。低浸透圧溶液は[Ca2+]i を増加した。

この増加は HC030031の投与で抑制されたが、

5-BOT の投与では抑制されなかった。これら

の結果から象牙芽細胞に発現する TRPA1チャ

ネルは膜伸展刺激を受容することが示唆さ

れた。 
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