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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト歯髄培養細胞においてBMP-1存在下で減少するα2,6-sialic acid
修飾の本態となるタンパク質の同定と機能解析を目的に研究を行った。Lectin columnによる精製と質量分析に
よる解析の結果、6つの候補タンパク質を同定した。候補タンパク質のひとつであるglucosylceramidase
（GCase）がBMP-1の酵素活性依存的に核へ集積することを明らかにした。
　以上の結果は歯髄・象牙質複合体においてBMP-1がα2,6-sia修飾を調節することでGCaseの細胞内局在の制御
に関与することを示唆しており、これらを標的とした新規覆髄剤の開発に寄与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to identify and analyze the function of the 
proteins responsible for the α2,6-sialic acid modification that is reduced in the presence of BMP-1
 in human dental pulp cells. 
 6 candidate proteins were identified through purification by lectin column and analysis by mass 
spectrometry. Among them, we found that BMP-1 provokes nuclear accumulation of glucosylceramidase 
(GCase) dependently on BMP-1 protease activity.
 These results suggest that BMP-1 is involved in the regulation of subcellular localization of GCase
 by modulating α2,6-sia modification in the pulp-dentin complex, which may contribute to the 
development of novel pulp-preserving agents targeting these proteins.

研究分野：保存治療系歯学

キーワード： 歯髄・象牙質複合体　BMP-1　シアル酸　レクチン　質量分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　申請者はこれまでの研究から齲蝕罹患歯の象牙芽細胞様細胞および修復象牙質においてBMP-1の発現が亢進す
ること、ヒト歯髄培養細胞においてBMP-1によりα2,6-sia修飾が減少することを明らかにしている。
　本研究はBMP-1の新規標的因子としてGCaseを同定し、その調節機構としてα2,6-sia修飾とBMP-1の酵素活性が
関与することを明らかにした点で学術的意義は大きい。
　さらに、象牙質・歯髄複合体の創傷治癒機序の一端を明らかにしたことで新規覆髄剤の創薬へと展開する可能
性を有しており、抜髄を回避して歯の生存率向上へと寄与し得る点でその社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

齲蝕に罹患した歯において、傷害された既存の象牙芽細胞にかわって歯髄中の間葉系幹細胞

から象牙芽細胞様細胞が分化し骨様の特徴を呈する修復象牙質を形成することが知られている。

研究代表者はこれまでの研究から、齲蝕罹患歯の象牙芽細胞様細胞および修復象牙質において

bone morphogenetic protein (BMP) -1の発現が亢進することを見出し、その役割に着目して研究

を行ってきた。 

BMP-1は”BMP”と名は付くものの、astacin proteaseファミリーに属するメタロプロテアーゼ

である。過去の研究はタンパク質分解酵素としての機能に焦点を当てたものが大半であり、

BMP-1が dentin sialophosphoprotein (DSPP)や dentin matrix protein-1 (DMP-1)、I型 collagenなど

の象牙質を構成する細胞外マトリックスの成熟に関与することで象牙質形成に寄与することが

知られていた。 

一方で研究代表者は BMP-1が象牙質基質の maturationのみならず、細胞に対しても作用を示

すことを発見している（Muromachi et al., 2015）。特にBMP-1がヒト歯髄培養細胞（以下、hDPCs）

の不溶性画分の糖鎖プロファイリングに変化をもたらすことを明らかにし、その機序を解明し

て新規覆髄剤の開発へと展開すべく研究を継続してきた。タンパク質の多くは翻訳後修飾によ

り糖鎖が付加されており、細胞の分化度に応じて糖鎖構造の変化（グライコームシフト）を生

じることが知られている。また糖鎖修飾の有無や種類によってタンパク質の高次構造に変化が

生じ、細胞内局在や機能が調節されることが明らかとなっている。しかしながら歯髄の創傷治

癒過程における糖鎖修飾の役割は未だ明らかでなく、BMP-1が糖鎖修飾を介して標的となるタ

ンパク質の調整を行うとのとの報告も見当たらない。このことから、糖鎖解析の手法をもとに

本態となるタンパク質を明らかにすることで、BMP-1が歯髄中の細胞に及ぼす役割を解明する

という着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、BMP-1 によるグライコームシフトのなかでも特に有意な変化を生じる

2,6-linked sialic acid (2,6-sia) 修飾を有する糖タンパク質の精製、コアとなるタンパク質の同

定、糖鎖構造の変化がタンパク質の機能に及ぼす影響を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養：治療目的で抜歯予定の患者に研究のインフォームドコンセントを行い、同意後

に抜去された健全歯から歯髄を抽出したのち、1～3代継代培養した細胞を hDPCsとして実

験に用いた。なお本研究は神奈川歯科大学倫理委員会の承認を得て行った(承認番号：277)。 

(2) 可溶性/不溶性画分の抽出：hDPCsを recombinant human BMP-1 (500 ng/ml)で刺激したのちに、

Mem-PER Eukaryotic Membrane Protein Extraction Reagent Kitを用いて可溶性画分および不溶

性画分を抽出した。 

(3) 糖タンパク質の精製：2,6-sia特異的に結合する lectinである sambucus nigra agglutinin (SNA) 

lectin columnへサンプルを供し、競合糖である sialyl-lactoseにて溶出することで2,6-sia修飾

された糖タンパク質を精製した。 

(4) Lectin-probed western blot：精製後の糖タンパク質サンプルを SDS-PAGEにて展開後、ニトロ



セルロース膜へ転写し、HRP-conjugated-SNAを用いて lectin blottingを行い精製の確認を行

った。 

(5) 液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析 (LC-MS/MS) ：精製後の糖タンパク質サンプ

ルを amicon ultraを用いて脱塩・濃縮し、SDS-PAGEにて展開後に coomassie brilliant blue染

色を行い、3 つのバンドが確認できたことから質量分析に必要なタンパク質量（0.1～1.0 

mg/mL）は確保したものと判断した。切り出したバンドを LC-MS/MS解析へ供した。 

(6) Western blot：各タンパク質サンプルを SDS-PAGEにて展開後、ニトロセルロース膜へ転写

し、glucosylceramidase (GCase)の発現量を anti-GCase抗体を一次抗体に用いて解析した。 

(7) Immunofluorescence：hDPCsを chamber slide に播種し rhBMP-1で刺激したのちに、4%パラ

ホルムアルデヒドにて固定後、anti-GCase 抗体を一次抗体として蛍光免疫染色を行い GCase

の細胞内局在を解析した。 

(8) 核画分/細胞質画分の抽出：hDPCsを rhBMP-1およびBMP-1阻害剤であるUK383367 (44 nM)

で刺激したのちに、CelLytic NuCLEAR Extraction Kitを用いて核画分および細胞質画分を抽

出した。 

 

４．研究成果 

(1) BMP-1によって2,6-sia修飾が減少する糖タンパク質の同定 

Lectin column 精製後のサンプルを LC-MS/MS 分析に供した結果、BMP-1 によって2,6-sia

修飾が減少する糖タンパク質の候補として、serotransferrin、serpin A12、GCase、keratin type II 

cytoskeletal 2 epidermal、InaD-like protein、pyruvate kinaseが同定された。 

 

(2) BMP-1による GCaseの可溶/不溶性の変化 

上記の候補タンパク質のうち、BMP-1 の

存在下では可溶性画分における GCaseが減

少する一方で、不溶性画分の GCaseは増加

することを western blotにて確認した（Fig. 

1）。 

 

(3) BMP-1による GCaseの核への集積 

BMP-1 によって時間依存的に GCase の核

への集積が促進され（Fig. 2A）、有意差を認

めた（Fig. 2B and C）。また、GCaseは核膜の

みならず核内にも認められた（Fig. 

2D）。 

加えて、BMP-1 の阻害剤である

UK383367を用いたところGCaseの

核への集積が抑制されたことから、

GCase の核への集積は BMP-1 プロ

テアーゼ活性依存的であった（Fig. 

3）。 

 



(4) GCaseノックダウン系の確立 

GCase の機能解析を行うために

siRNA を用いた GCase ノックダウン

系の確立を目指し条件検討を重ね、

siRNA transfection から 24 時間後に

GCase発現が抑制されることを確認し

た（Fig. 4）。 

 

以上の結果から、ヒト歯髄培養細

胞においてBMP-1は2,6-sia修飾を介

して GCase の不溶性を増大し、核内への集積を促進するこ

とが明らかとなった。また、GCase の核への集積は BMP-1

プロテアーゼ活性依存的であった。加えて、ヒト歯髄培養

細胞の GCase ノックダウン系を確立したことで、今後の

GCase機能解析に資するものと考えられた。 

本研究は、BMP-1 が糖鎖修飾を介して GCase の細胞内

局在を変化させる新たな機能を明らかにしただけでなく、

GCase が核内において転写因子様の役割を果たしている可

能性を見出した点で大きな意義を有していると考えられる。BMP-1、2,6-sia、ならびに GCase

が象牙質・歯髄複合体の新たな創傷治癒マーカーとなり得る可能性もあり、生体に則した新規

覆髄剤の開発に寄与するものと考えられる。 
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