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研究成果の概要（和文）：歯を作る象牙芽細胞は知覚過敏に代表される鋭利痛を発生する感覚受容細胞として働いてい
ることが明らかになってきた。虫歯や歯肉炎によって象牙質が露出すると、象牙質に無数に開いた象牙細管が口腔内に
露出する。この細管内に虫歯菌が侵入し、酸で歯を溶かすと虫歯になり痛みが発生する。しかしなぜ酸が歯痛を誘発す
るかは不明であった。そこで培養象牙芽細胞への酸刺激は細胞内のカルシウム濃度の増加を誘発した。象牙質表面への
酸刺激は、象牙芽細胞の酸感受性受容体(TRPV1, ENaC, GPR4)で感知され、カルシウム濃度依存的なカルシウム輸送が
生じる結果、反応性象牙質形成が促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Odontoblast, making teeth has been found to act as sensory cells for generating a 
fast pain such as hyperalgesia. Dentin is exposed by tooth decay and gingivitis. Then dentinal tubules of 
the dentin surface are opened in the oral cavity. Bacteria found in tooth cavities to enter into the 
dentinal tubules, and then pain is generated by caries bacteria to make the acid. On the other hand, the 
cause the acid to induce toothache was unknown. Acidic stimulation to cultured odontoblasts increased 
intracellular calcium concentration. We suggested that acidic stimulation of the dentine surface was 
sensed by the acid-sensitive receptor, TRPV1, ENaC and GPR4, of odontoblasts, and calcium 
concentration-dependent calcium transport are generated, and promoted reactive dentin formation.

研究分野： 口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 
歯痛は一次痛（鋭利痛）を呈する象牙質痛

と二次痛（鈍痛）を呈する歯髄痛の二種類に
大別される。我々は先行研究において象牙質
形成細胞である象牙芽細胞が一次痛に関与
する感覚受容細胞ではないかと考え、象牙芽
細胞感覚受容細胞説を提唱し、これを明らか
にするために様々な研究を行ってきた。象牙
芽細胞は象牙質に加わる様々な侵害刺激（温
度、pH、メカニカルストレス等）を受容する
transient receptor potential (TRP) チャ
ネルが機能発現することが明らかにされて
きた。しかしそれらの TRP チャネルがどのよ
うな刺激を受容し、象牙質痛を誘発するかは
不明なままであった。そこで我々は象牙質痛
の原因としてもっとも重要であると考えら
れる「虫歯」の痛みに着目した。 
２．研究の目的 
象牙質には、象牙質表面と歯髄の液性連絡で
ある象牙細管構造が存在する。エナメル質欠
損により露出した象牙質への様々な刺激は、
象牙細管内液の移動を誘発し、痛みを発生さ
せる。また、象牙細管内液移動は、象牙質−
歯髄境界面に存在する象牙芽細胞に対する
機械刺激となる。象牙芽細胞は、機械刺激を
細胞膜タンパク質（機械感受性イオンチャネ
ル）で受容し、生体防御反応としての第三象
牙質を形成する。象牙質齲蝕により象牙細管
が口腔内に露出すると、齲蝕原因菌が象牙細
管内に侵入し付着・定着する。定着した齲蝕
原因菌が産生した酸は象牙質を脱灰する一
方で、産生された酸が、象牙細管内液を濃度
勾配に従って拡散することで象牙芽細胞に
作用する（酸刺激）と考えられている。近年、
象牙芽細胞に細胞外の酸（細胞外 H+）を感知・
受容する細胞膜タンパク質である transient 
receptor potential（TRP）チャネルスーパ
ーファミリーや acid sensing ion channels
（ASICs）の存在が明らかになっている。し
かし、これらの細胞膜タンパク質活性に対す
る細胞外 H+ 濃度依存性については不明のま
ま残されており、象牙芽細胞がどのように細
胞外 H+ を受容し、その細胞機能を駆動してい
るかについては明らかではない。そこで本研
究では、象牙芽細胞の細胞外 H+ 受容細胞膜タ
ンパク質に着目し、象牙芽細胞機能を駆動す 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 研究の目的 
る酸感受性細胞内 Ca2+シグナル伝達を明らか

にすることを目的とした（図 1）。 
３．研究の方法 
 実験にはマウス由来の象牙芽細胞系細胞 
(odontoblast lineage cells, OLC) を用い
た。標準細胞外液 (standard extracellular 
solution, ECS) にはクレブス液を用いた 
(組成：136 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 
0.5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucose, 
and 12 mM NaHCO3 (pH 7.4))。細胞内 Ca2+濃
度（[Ca2+]i）変化を Ca2+蛍光指示薬である
fura-2 を用いて記録し、薬理学的・化学的刺
激に対する OLC の細胞内 Ca2+シグナルを計測
した。[Ca2+]i計測のために、10 μM fura-2/AM
と 50% pluronic acid F-127 を含む ECSを OLC
に 60 分間負荷し、細胞内に fura-2 を取り込
ませた。OLC は ECS で洗浄後、複数の単一細
胞から[Ca2+]i 変化を蛍光画像として取得し
（Ca2+イメージング）記録した（図 2）。 
 
 
 
 
 

 
図 2 Ca2+イメージング 
 
[Ca2+]iは、340 nm と 380 nm の励起光（2 波
長励起）によって発生する 510 nm の fura-2
蛍光比で計測した。pH 7.0 - 4.0 の酸刺激溶
液は、ECS から 12 mM NaHCO3を除去し、0.1 M 
HCl を 加 え る こ と で 調 整 し た 。 ま た
whole-cell patch clamp 法を用いて酸刺激に
伴う細胞膜電流の変化を計測した。また現在
知られている酸感受性膜タンパク質の象牙
芽細胞における発現を検討するためにリア
ルタイム RT-PCR 法を用いて mRNA の検索を行
った。 
４．研究成果 
 細胞外 Ca2+存在下 (2.5 mM) あるいは「非」
存在下（0 mM）で、OLC に細胞外 H+ 刺激（pH 
7.0 - 4.0）を行うと、[Ca2+]i は一過性に増
加した。これらの一過性[Ca2+]i増加は、細胞
外 H+ 濃度（pH）に依存性を示した（半数効果
pH（EpH50）：pH 5.5）（n = 18）が、pH 7.0 - 
6.0 の範囲における細胞外 H+ 刺激誘発性
[Ca2+]i増加の振幅は、細胞外 Ca2+濃度の影響
を受けなかった。しかし、pH 5.5 以下（pH 5.5、
5.0 および 4.0）の刺激による細胞外 H+ 刺激
誘発性[Ca2+]i増加は、細胞外 Ca2+存在下（2.5 
mM）と比較して、細胞外 Ca2+「非」存在下（0 
mM）で有意に増加した（P < 0.05、n = 5、
図 3）。 
 
 
 
 

 
図 3 象牙芽細胞の細胞外低 pH 依存性カル
シウム応答 
 



細胞外 Ca2+非存在下非存在下で、細胞内小胞
体（細胞内 Ca2+貯蔵体；Ca2+ストア）の Ca2+

再取り込みポンプである sarcoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase（SERCA）の阻害剤、
cyclopiazonic acid（CPA；1.0 µM、10.0 µM）、
を投与すると、細胞外 H+ 刺激誘発性[Ca2+]i

増加は、濃度依存的に抑制された（P < 0.05；
n = 3、図 4）。 
 
 
 
 
 

 
図4 低pH刺激に対するSERCA阻害剤の作用 
 
同様に細胞外 Ca2+非存在下で、ストアからの
Ca2+放出チャネルであるリアノジン受容体チ
ャネルの阻害剤、dantrolene（0.1 µM）を投
与すると、細胞外 H+ 刺激誘発性[Ca2+]i増加は
有意に抑制された（P < 0.05；n = 3、図 5）。 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 低 pH 刺激に対するリアノジン受容体
阻害剤の作用 
 
加えて、細胞外 Ca2+非存在下で、上皮性 Na+

チャネル、T型電位依存性Ca2+チャネル、ASICs
の非選択的阻害剤である amiloride（5.0 µM）
を投与すると、細胞外 H+ 刺激誘発性[Ca2+]i

増加は有意に抑制された（n = 3、図 6）。 
 
 
 
 
 

 
図6 低pH刺激に対するASICs阻害剤の作用 
 
また象牙芽細胞に発現する酸感受性膜タン
パク質を検討するために、リアルタイム
RT-PCR を用いて、全身性に発現がみられる酸
感受性膜タンパク質の検索を行った。aGPCR
では GPR4 の発現が顕著に多いことが示され
た（図 7）。また whole-cell patch clamp 法
を用いて OLC の膜電流記録を行った。OLC の
膜電位を固定する voltage clamp 法を用いて
細胞外 H+ 刺激に対する電流応答を-100 mV か
ら 100 mV まで継時的変化させる方法で記録
した。OLC に生じる膜電流は 0 mV 付近から細
胞外H+濃度依存的に外向き電流が増加するこ
とが示された（図 8）。 
 象牙芽細胞には、酸感受性を示す TRP チャ
ネルやASICsなどのイオンチャネル型受容体
が発現する。一方、近年 GTP-結合タンパク質

（Gタンパク質）共役型受容体（G-protein  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 象牙芽細胞に発現する酸感受性膜タン
パク質 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 Whole-cell patch clamp 法を用いた細
胞外 H+ 刺激に対する OLC の応答 
 
coupled receptors、GPCR）が細胞外 H+の感
知に関与しているとの報告がある。ランゲル
ハンス島のβ細胞には、G-protein coupled 
“H+-sensing” receptors（酸感受性 G タン
パク質共役型受容体）が発現しており、細胞
外 H+ 刺激が Gタンパク質を活性化させ、それ
に引きつづくホスホリパーゼ C / cAMP カス
ケード反応による細胞内 Ca2+ストアからの
Ca2+放出を誘発する。象牙芽細胞には少なく



とも 5 種類の GPCR（グルタミン酸受容体、
P2Y-nucleotide 受容体、ムスカリン作動性ア
セチルコリン受容体、アドレナリン受容体、
ブラジキニン受容体）発現が報告されている
が、これらは H+感受性を示さない。一方、我々
の結果は、細胞外 Ca2+非存在下では、Ca2+存在
下と比較して強い細胞外 H+ 刺激誘発性
[Ca2+]i増加を示した。加えて細胞外 Ca2+濃度
にかかわらず、細胞外 H+ 刺激誘発性[Ca2+]i

増加の EpH50は pH 5.5 であった。このことは、
硬組織脱灰のクリティカル pH 以下の細胞外
H+ 刺激が、細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放出
を活性化できることを示唆している（細胞外
に Ca2+が存在しない（0 mM）とき Ca2+は細胞
内に流入できないので、本実験結果にイオン
チャネルあるいはイオンチャネル型受容体
を介する細胞内 Ca2+流入は関与しない）。加え
て、細胞内ストアからのリアノジン感受性
Ca2+放出チャネル阻害薬（dantrolene）と細
胞内ストアへの Ca2+再取り込み阻害薬（CPA）
が細胞外 H+ 刺激誘発性[Ca2+]i 増加を抑制し
たことから、象牙芽細胞への細胞外 H+ 刺激は
細胞内信号を介したリアノジン感受性 Ca2+ス
トアからの Ca2+放出を活性化することが示唆
された（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 象牙芽細胞における低 pH 受容機構 
 
以上の結果は、象牙質石灰化前線における細
胞外液 Ca2+濃度の増減変化（象牙質石灰化に
よるイオン化カルシウムの減少と象牙芽細
胞による経細胞 Ca2+輸送による外液イオン化
カルシウム濃度の増加）が、象牙芽細胞の細
胞外H+ 誘発性細胞内Ca2+シグナルに対するポ
ジティブ・ネガティブフィードバックループ
となる可能性を示唆している。象牙質脱灰を
生じる酸（pH 6.0 以下）は、象牙細管を介し
て 象 牙 芽 細 胞 の G-protein coupled 
“H+-sensing” receptors（酸感受性 G タン
パク質共役型受容体）で感知される事で、細
胞外（石灰化前線）Ca2+濃度依存的な細胞内
Ca2+動員を制御する結果、歯質脱灰に引き続
く病理的な第三象牙質形成が調節されるこ
とが示唆された。 
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