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研究成果の概要（和文）：　ヒト歯髄においてbone morphogenetic protein-1 (BMP-1)がCCN family 2/connective ti
ssue growth factor (CCN2/CTGF)の発現を促進する際に、象牙質を構成するタンパク質であるdentin sialophosphopro
tein (DSPP)やdentin matrix protein-1 (DMP-1)の発現には関与しないことを明らかにした。
　加えてBMP-1がヒト歯髄培養細胞の膜タンパク質の糖鎖修飾を促進することを見出した。
　以上の結果は、修復象牙質形成におけるBMP-1の新たな役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, we demonstrated that the expression of bone morphogenetic 
protein-1 (BMP-1), CCN family member 2/connective tissue growth factor (CCN2/CTGF), and dentin 
sialophosphoprotein (DSPP) was accelerated in the layer of odontoblast-like cells and reparative dentin 
subjacent dental caries in human teeth. BMP-1 induced the expression of CCN2/CTGF independently of 
protease activity in the human dental pulp cells but not that of DSPP or dentin matrix protein-1 (DMP-1). 
Furthermore, cell membrane glycosylation was altered by BMP-1 stimulation as analyzed by lectin 
microarray.
 These findings indicate that a novel property of BMP-1 which potentially enhances bone-like reparative 
dentin formation through CCN2 expression and membrane glycosylation in dentin-pulp complex.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
Bone morphogenetic protein (BMP) -1 は他の

BMP ファミリータンパク質とともに骨組織
から分離同定されたがその後の解析でプロテ
アーゼドメインを有することが明らかになり、
現在は astacin ファミリーにも分類されるメ
タロプロテアーゼである。 
研究代表者はこれまでの研究から、健全歯

と比較して齲蝕罹患歯では象牙芽細胞様細胞
および修復象牙質にBMP -1の発現が亢進し、
BMP-1 がヒト歯髄培養細胞において骨形成
に関与する分泌タンパク質である CCN 
family member 2 / connective tissue growth 
factor (CCN2/CTGF)の発現を促進することを
明らかにしている。また CCN2/CTGF の発現
は BMP-1 のプロテアーゼ活性非依存的に促
進され、その際に BMP-1 が細胞内へ dynamin
依存性のエンドサイトーシスにより取り込ま
れることも確認している。 
修復象牙質の形成過程では傷害された既存

の象牙芽細胞に代わり、歯髄中の未分化間葉
系幹細胞が遊走し象牙芽細胞様細胞に分化す
ると考えられている。修復象牙質は既存の象
牙質と比較して象牙細管数が少なく不連続性
で、骨細胞のように包埋された細胞もしばし
ば認めることから骨様の組織に移行している
と考えられている。一方、CCN2/CTGF は骨
形成の際にその発現が亢進することが多数報
告されており、歯髄での CCN2/CTGF 発現の
亢進は骨様の修復象牙質形成と密接な関連が
あると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、修復象牙質形成過程において
BMP-1 が CCN2/CTGF の発現を促進する機序
の解明および CCN2/CTGF が歯髄中の未分化
間葉系幹細胞に及ぼす作用に焦点を当てて検
討を行った。上記のうち、歯髄中の未分化間
葉系幹細胞の分取については現在も１歯から
の安定した分取方法について検討を継続して
いる。 
 またこれらの研究過程で BMP-1 が細胞膜
上のタンパク質の糖鎖修飾を促進することを
見出したため、あわせて検討を行った。 
 
３．研究の方法 

1) 免疫組織化学染色 
 ヒト齲蝕歯の脱灰薄切片を作製後、

CCN2/CTGF、BMP-1、DSPP に対する抗体
を用いて免疫組織化学染色を行い、光学顕
微鏡下で局在を観察した。 

 
2) Western blotting 

ヒト歯髄培養細胞を recombinant human 
BMP-1 で刺激したのちに whole cell lysate
を回収し、CCN2/CTGF、DSPP、DMP-1
に対する抗体を用いて western blotting を
行い各タンパク質発現の変化を確認した。 

 
3) Lectin microarray 

ヒト歯髄培養細胞を recombinant human 
BMP-1 で刺激したのちに細胞膜分画を回
収し、lectin microarray に供して糖鎖修飾
の変化を確認した。 

 
４．研究成果 
（ １ ） ヒ ト 齲 蝕 歯 に お け る BMP-1 、
CCN2/CTGF、DSPP の発現の亢進 
健全歯と比較して齲蝕歯において、象牙芽

細胞様細胞層および修復象牙質に BMP-1、
CCN2/CTGF、DSPP の発現が亢進することを
確認した（図１）。DMP-1 についてもその発
現と局在を免疫染色にて検討したが、非特異
的反応が検出され有意な結果は得られなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 ヒト健全歯および齲蝕歯における BMP-1、
CCN2/CTGF、DSPP の局在 

 
（２）ヒト歯髄培養細胞における BMP-1 によ
る CCN2/CTGF、DMP-1、DSPP、fibronectin
のタンパク質発現 

rhBMP-1 にて刺激したヒト歯髄培養細胞に
おいて、CCN2/CTGF タンパク質の発現が濃
度依存的および時間依存的に増加することを
確認した。一方で、DMP-1、DSPP、fibronectin
の発現には変化を認めなかった（図２）。 
なお、研究代表者はこれまでの研究で

BMP-1が dynamin依存性のエンドサイトーシ
スにより細胞内へ取り込まれることを明らか
にしている。そこでさらに BMP-1 の細胞質お
よび核への移行についても検討を行った。す
なわち、ヒト歯髄培養細胞を rhBMP-1 で刺激
したのちに細胞質分画および核分画を回収し
抗BMP-1抗体を用いてwestern blottingを行い、
BMP-1 の細胞内への移行を検討したが、有意
な結果は得られなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 ヒト歯髄培養細胞における BMP-1 による

CCN2/CTGF、DMP-1、DSPP、fibronectin のタンパク

質発現 
 
（３）BMP-1 によるヒト歯髄培養細胞の膜分



画糖鎖構造の変化 
BMP-が細胞内へ取り込まれ、プロテアーゼ

活性非依存的に CCN2/CTGF の発現を促進す
る機序を検討するなかで、細胞内への取り込
みに関与する膜タンパク質に着目して研究を
進めたところ、細胞膜上の糖鎖構造に有意に
変化を生じることを確認した（図３、矢印）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 BMP-1 によるヒト歯髄培養細胞の膜分画糖鎖構造

の変化 
 
（４）まとめ 
以上の結果から、ヒト象牙質・歯髄複合体

において齲蝕により修復象牙質が形成される
際に BMP-1、CCN2/CTGF、DSPP の発現が亢
進し、BMP-1 は CCN2/CTGF の発現を促進す
る一方で、他の象牙質形成に関与するタンパ
ク質である DSPP、DMP-1、fibronectin の発現
には影響しないことを明らかにした。加えて、
BMP-1 が細胞膜上の糖鎖修飾に変化をもた
らすことを明らかにした。 
本研究はBMP-1とCCN2/CTGFを中心とし

た修復象牙質形成の機序の一端を解明するこ
とで、生体のメカニズムに則した新規覆髄剤
の開発に寄与するものと考えられる。 
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