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研究成果の概要（和文）：本研究は象牙質の主要非コラーゲン性タンパク質である象牙質シアロタンパク質(DSP)およ
び象牙質リンタンパク質(DPP)が細胞分化誘導因子としての生理活性機能を有しているかを調べることを目的とした。
ブタ象牙質より分離精製したDSPおよびDPP自体には生理活性作用はなく、TGF-b1と結合した微量のDSPおよびDPPが存在
することが判明した。リコンビナントTGF-b1を用いた主要象牙質タンパク質に対するin vitro結合実験では、TGF-b1は
コラーゲンにはほとんど結合しなかったが、DSPおよびDPPに結合することでその活性が維持されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We fractionated DPP and DSP along with TGF-b-like activity by ion exchange (IE) ch
romatography from developing pig molars and measured their alkaline phosphatase (ALP) stimulating activity
 in human periodontal (HPDL) cells with or without TGF-b receptor inhibitor. We then purified TGF-b-unboun
d or -bound DPP and DSP by reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using ALP-HPDL s
ystem. The TGF-b isoform bound to DPP and DSP was identified as being TGF-b1 by ELISA and LC-MS/MS analysi
s. We incubated carrier-free human recombinant TGF-b1 (CF-hTGF-b1) with TGF-b-unbound DPP or DSP and chara
cterized the binding on IE-HPLC using the ALP-HPDL system. DPP and DSP rescued the loss of TGF-b1 activity
. Approximately 19% and 10% of the ALP stimulating activities were retained by the binding of TGF-b1 to DP
P and DSP, respectively. The type I collagen infrequently bound to CF-hTGFb1. We conclude that both DPP an
d DSP help retain TGF-b1 activity in porcine dentin.
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１． 研究開始当初の背景 

昨今の iPS 細胞作製技術により今後さらに

歯の再生技術の進歩が予想される中、歯の形

成に関わるタンパク質の構造機能解析が重要

な研究課題となっている。研究代表者は歯牙

象牙質に含まれる非コラーゲン性タンパク質

(NCP)の約９割を占める DSPP のタンパクレベ

ルでの生化学的研究を行い、象牙質形成にお

ける役割を解明することに取り組んできた。

DSPP遺伝子の突然変異は象牙質形成不全症及

び象牙質異形成症を引き起こす原因遺伝子で

あるため、このタンパク質の構造機能解析研

究は重要視されてきた。これまで DSPP のタン

パクレベルにおける研究は齧歯類の象牙質を

用いて行われてきたが、量的制限などにより

研究は遅れ、基礎研究に未解明のことが数多

く残されていた。研究代表者はブタを動物モ

デルとし、それまで使用されていた方法とは

異なる独自の象牙質中の NCP に対する抽出、

分離精製方法を開発して、DSPP を構成する３

種類のタンパク質；象牙質シアロタンパク質

(DSP)、象牙質糖タンパク質(DGP)、象牙質リ

ンタンパク質(DPP)を同定し、それらタンパク

質の構造および機能研究の基盤を築いた。 

 

２． 研究の目的 

上記の背景を基に、本研究は歯髄組織中の

DSPPのまだ明らかにされていない機能研究を

遂行し、DSPP を用いた歯周組織の再生研究、

さらには臨床応用に展開するための基盤とな

る研究を行って、研究期間内に以下のことを

明らかにすることを目的とした。 

（１）歯髄組織に含まれる DSPP をこれまでの

象牙質からの方法とは異なる新規方法を開発

して抽出・分離精製し、DSPP アイソフォーム

を同定する。 

（２）DSPP が未分化歯根膜由来細胞より骨形

成、セメント質形成及び歯根膜形成を誘導す

る生理活性物質となり得るかを将来的に解明

するための基盤実験として間葉系幹細胞株を

用いた骨芽細胞への分化誘導実験を行う。 

 

３． 研究の方法 

（１）ブタ歯髄組織中の DSPP の新規抽出・分

離精製法の確立 

いくつかの異なる界面活性剤及び変性剤を

組み合わせた効果的な細胞抽出液を決定した

後、それを用いて超音波破砕により生後約５

ケ月のブタ第二大臼歯より採取した歯髄組織

から DSPP を抽出し、イオン交換またはアフィ

ニティークロマトグラフィーにより DSPP を

分画した。得られた DSPP 画分を各種カラムを

用いた高速液体クロマトグラフィーによって

DSPPアイソフォームを最終的に分離精製した。

精製度及び純度の検定を各ステップにおいて

電気泳動及びウェスタンブロットを行って評

価しながら、抽出・分離精製法を最適化した。 

 

（２）DSPP アイソフォームを用いた細胞分化

誘導実験 

マウス筋芽細胞(C2C12 細胞)および歯根膜

由来培養細胞(PDL 細胞)を継代培養した後、

DSPPアイソフォームを添加して細胞の分化誘

導を行い、骨芽細胞分化の指標であるアルカ

リホスファターゼ(ALP)活性について調べた。

また、ALP 活性を上昇させた画分中に含まれ

る生理活性物質を LC/MS 分析および ELISA に

よって同定した。 

 

４．研究成果 

歯髄組織を先端部(T)および本体部(B)に分

けて調製し、NP40界面活性剤を含む細胞抽出



液に混和後、超音波破砕によって得られた抽

出液をヘパリン・アフィニティークロマトグ

ラフィーで分離した。ヘパリンカラム非結合

画分を溶出後、0. 05, 0.1, 0.2, 1M NaClを

用いてヘパリンカラム結合タンパク質をそれ

ぞれ溶出すると（図1A）、0.1M および0.2M 

NaCl画分に溶出される画分中にPDL細胞に対

してALP活性を上昇させる物質が含まれてい

ることが判明した(図1B)。さらにALP活性は

TGF- 受容体阻害物質であるSB431542で阻害

された(図1B)。また、この画分中にはDSP 抗

体に反応するDSPP由来タンパク質が含まれて

いた(図1C)。 

 そこでDSPP由来タンパク質であるDSPに生

理活性作用があるかどうかを調べるために、

歯髄組織から象牙質にスケールアップして

DSPP由来タンパク質を大量精製することを試

みた。象牙質中から DSP および DPP を含む画

分を抽出し、イオン交換クロマトを行うと図

2A のＱ３画分に DSP および DPP が、またＱ４

画分に高分子量の DSPが溶出した（図 2B、2C）。

また両画分には PDL 細胞に対して ALP 活性を

上昇させるTGF-様活性が認められた（図2D）。 

 次にＱ３およびＱ４画分に対して逆相カラ

ムを用いた HPLC を行うと、DPP および DSP の

主ピーク（画分 10-11）とは異なる位置（画

分 17-20）に PDL 細胞に対して ALP 活性を上

昇させる TGF-様活性が認められた（図 3A、

3B）。活性が認められた画分には微量のDPP（図

3C）および DSP（図 3D）が含まれていた。ま

た、ELISA によって TGF-のアイソフォームは



TGF-1 であることが同定された（図 3E）。   

これらの結果より、DSP および DPP 自体には

生理活性作用は無く、それらタンパク質に結

合している TGF-1 に生理活性作用があるこ

とが判明した。 

 DSPおよびDPPに結合するTGF-1の存在意

義を明らかにするため、リコンビナント

TGF-1 を用いて、TGF-1 が結合していない

DSP および DPP に対する結合実験を行った。

その結果、1g のリコンビナント TGF-1 のみ

を 37℃でインキュベーションすると約 3.6％

ま で 活 性 が 失 活 し た が (CF-hTGF-1 

only-Unbound)、DSP (DSP-Bound)および DPP 

(DPP-Bound)に結合することでその活性が約

10%および 19%まで維持された。また TGF-1

はコラーゲンにはほとんど結合しなかった

(ColI-Bound)（表１）。このことより DSP およ

びDPPは象牙質中のTGF-1の活性維持に必要

であることが判明し、今後それらタンパク質

が歯周組織再生への臨床応用に利用出来るか

どうかさらに検討を行うつもりでいる。 
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