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研究成果の概要（和文）：歯髄細胞（線維芽細胞様細胞）はマクロファージからのTNF-α産生を誘導する因子を
分泌することを見出し、本分子を歯髄細胞由来腫瘍壊死因子誘導因子（Dental Pulp Cell-derived Tumor 
Necrosis Factor-α Inducing Factor: DPTIF）と命名した。本研究では、その性状を明らかにし、対応する受
容体を探索することを目的とした。その結果、DPTIFはトリプシン感受性のあるタンパクを含む細胞外に放出さ
れる微粒子に関連した分子であること、したがって表層の受容体は存在しない可能性があることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We previously found that dental pulp cells produces molecules inducing tumor
 necrosis factor alpha from macrophages, and named this factor Dental Pulp Cell-derived Tumor 
Necrosis Factor-α Inducing Factor: DPTIF. In this study, we aimed to unvail the nature of this 
molecule and to investigate the posibble receptor and/or binding proteins. The results indicated 
that DPTIF contains trypsin sensitive protenous molecule but is associated with extracelluler 
microvesicles. Therefore, it appeared that DPTIF is directly incorporated into macrophages rather 
than binding to the cell surface receptor.

研究分野：歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、歯髄細胞（線維芽細胞様細
胞）はマクロファージからの TNF-α 産生
を誘導する因子を分泌することを見出し、
本分子を歯髄細胞由来腫瘍壊死因子誘導因
子（ Dental Pulp Cell-derived Tumor 
Necrosis Factor- α  Inducing Factor: 
DPTIF）と命名した。歯髄組織でひとたび
炎症が惹起されると、局所で激しい炎症反
応が持続し、組織は急激に融解壊死を起こ
し、通常数日内に完全に失活する。すなわ
ち、この病態形成に DPTIF が重要な役割
を担っていると推察される。しかしながら、
DPTIFの本態については依然、不明なまま
である。 

 
２．研究の目的 
 申請者らは、①歯髄細胞を human 
telomerase reverse transcriptase 
(hTERT)と simian virus 40 (SV40)を導入
することで不死化した細胞株 DP-1、②埋
伏第三大臼歯抜去歯から採取した歯髄組織
より分離し、DPTIF活性の存在を確認して
いる primary歯髄細胞（hDC）の両者を保
有している。不死化細胞は安定的な材料の
供給を可能とするとともに、正常ヒト歯髄
細胞で TNF-α誘導能が確認されたことは、
DPTIF が少なくとも正常組織で発現して
いることを強く示唆している。 
そこで、本研究では DPTIFの本態を明ら
かにし、その活性が受容体を介したものどう
かについての探索を行い、受容体の性状を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DPTIF の同定を行う目的で、DP-1
と DPTIF 活性のないヒト歯肉由来線維芽
細胞（GF）、hDCと GFに発現する遺伝子
群をマイクロアレイの手法を用いて網羅的
に解析し、DP-1と hDCに高発現する遺伝
子を抽出する。 
 
（２）無血清培地で大量に培養した DP-1
の培養上清を回収し、LS/MS/MSシステム
を用いたプロテオミクス解析（タンパク質
発現・相対定量解析）にかけ、上清中のタ
ンパクの定量解析を行う。既存のデータベ
ースに基づき分泌タンパクを抽出する。 
 
（３）上記①②で抽出した遺伝子やタンパ
クの組み換え製品を用いて、ヒト不死化単
球（THP-1 細胞）からの TNF-α 産生性を
検証する。 
 
（４）組み換えタンパクの入手が困難な場
合は、small interfering RNA（siRNA）を
用い、標的遺伝子をノックダウンした細胞
培養上清を採取し、上清中の DPTIF 活性
を確認することで、DPTIFの同定を試みる。 
 

（５）活性が確認された場合、組み換えタ
ンパクに対する抗体を作製あるいは入手し、
細胞破砕画分を用いた免疫沈降によって
DPTIF に結合するタンパクをプロテオミ
クスの手法を用いて同定する。 
 
４．研究成果 
（１）DPTIFの活性確認 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まず、保有する hDCならびに DP-1の培
養上清を回収し、DPTIFの活性確認を行っ
た。図１に示すように hDC および DP-1
培養上清には強い DPTIF 活性が確認され
た。この活性は 1ng/mlの E.Coli LPSに匹
敵もしくは凌ぐものであり、DPTIF活性が
非常に強いことを示している。 
 
（２）マイクロアレイによる DPTIF 候補
分子の探索 
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図１ 各種培養上清による THP-1からの TNF-産生量 
PDL1 PDL2 GF1 GF2 hDC 歯髄 2 DP-1 Cont. LPS 

DP-1>GF hPC>GF 共通 



次に、hDCと DP-1に共通して強く発現
している遺伝子群をマイクロアレイの手法
を用いて解析した。両細胞で歯肉線維芽細
胞との比較で強く発現している遺伝子群の
多くは、ccl2 や cxcl1 などのケモカイン遺
伝子や MX1 や IFI などのインターフェロ
ン誘導遺伝子群であった。これらの組み換
えタンパクを入手し、DPTIF活性の確認を
試みた。また、組み換えタンパクの入手が
困難な分子についてはノックダウンの手法
を用い、培養上清を回収後、活性の低下確
認を行った。しかしながら、これらのアプ
ローチで活性の確認には至らなかった。 
 
（３）DPTIFのトリプシン感受性試験 
 上記（２）の遺伝子発現解析で活性の確
認に至らなかったことから、DPTIFの本態
がタンパクであるか否かについての検証を
行うため培養上清をトリプシン消化し、活
性の変化を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２に示すように、培養上清をトリプシン
消化することにより、hDC、DP-1 ともに
DPTIFの活性は著明に低下した。 
 
（４）DP-1 培養上清のプロテオミクス解
析 
 上記（３）の結果を受け、DPTIF の本態

が少なくとも一部タンパクを含むものと判

断し、プロテオミクスの手法を用いて解析

を行った。具体的には以下の手順に従った。 

①DP-1 からの conditioned medium の回

収 ：DP-1を通報に従って培養し、細胞が

コンフルエントになった時点で、血清無添

加の調整培地（conditioned medium: CM）

に培地を交換し、24 時間×2 回、48 時間培

養を続けることで、CMを回収する。尚、予

備実験において、無血清培地で培養後、回

収した培養上清中におけるDPTIF活性は確

認済みである。また、大量培養（10Lの CM

を回収）については、通常の培養フラスコ

よりもサイズの大きい付着面積が 225 cm2

の培養フラスコを用いた。 
②LC/MS/MS システムを用いた受託解析に
よるタンパク発現・定量解析（受託解析） 
 受託解析サービスを利用し、1）で回収し
た上清について、buffer 置換→LC/MS/MS
質量分析によるスペクトル解析→データベ
ースサーチまで受託サービスを利用した
（Filgen社）。 
 

AHNAK Neuroblast differentiation-associated 

protein AHNAK 

VIM Vimentin 

BASP1 Isoform 1 of Brain acid soluble protein 1 

MYH9 Isoform 1 of Myosin-9 

MAP1B Microtubule-associated protein 1B 

AKAP12 Isoform 1 of A-kinase anchor protein 12 

MAP4 245 kDa protein 

MARCKS Myristoylated alanine-rich C-kinase 

substrate 

- 21 kDa protein 

PLEC Isoform 1 of Plectin 

ACTB Actin, cytoplasmic 1 

TUBA1B Tubulin alpha-1B chain 

CAST Isoform 6 of Calpastatin 

NUCB1 Nucleobindin-1 

TUBB2C Tubulin beta-2C chain 

RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 

SF3B1 Splicing factor 3B subunit 1 

TMSB4X TMSB4X protein (Fragment) 

B2M Beta-2-microglobulin 

TMPO Isoform Beta of Lamina-associated 

polypeptide 2, isoforms beta/gamma 

 
同定されたタンパクの上位 20 について表
に示す。多くは、遺伝子発現解析で抽出し
たものとは異なる結果であった。まず、こ
れらを含む上位 300 種類のタンパクデータ
ベースの中から、細胞外への分泌が報告さ
れているタンパクについて、前述した方法
で組み換えタンパクあるいはノックダウン
の手法で活性の解析を試みた。しかしなが
ら、調べた分泌タンパクに DPTIF 活性は
確認できなかった。そこで、プロテオミク
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図2 上清のトリプシン処理による活性の変化 
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スの結果を詳細に検討した結果、一部細胞
外微粒子に関連したタンパクであることが
判明した。これを受け、細胞外微粒子を回
収し、活性を確認したところ DPTIF 活性
の確認ができた。細胞外微粒子はタンパク
以外に脂質、マイクロ RNA、mRNAを含
有し、目的細胞に取り込まれ作用すること
から、細胞表層に受容体は存在しないこと
が推察された。今後、粒子内部の活性を示
す分子の確認が重要となるものと結論付け
た。 
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