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研究成果の概要（和文）：象牙芽細胞の前駆細胞である不死化マウス歯乳頭(mDP)細胞の細胞外Ca2+によるFgf-2
遺伝子の発現増強機構について解析した。PKA阻害剤で前処理すると細胞外Ca2+によるFgf-2遺伝子の発現増強は
抑制された。さらに、細胞外Ca2+刺激はMAPキナーゼp38およびERK1/2のリン酸化を誘導した。そこでp38および
ERK1/2阻害剤で細胞を前処理したところ、ERK1/2阻害剤で前処理した場合のみ細胞外Ca2+によるFgf-2遺伝子の
発現増強は抑制された。以上のことから、細胞外Ca2+はPKAおよびMAPキナーゼERK1/2を介してmDP細胞のFgf-2遺
伝子発現を増強することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that elevated extracellular Ca2+ increased bone 
morphogenetic protein-2 (BMP-2) expression in human dental pulp (hDP) cells. In the present study, 
we examined the effect of extracellular Ca2+ on FGF-2 gene expression in immortalized mouse dental 
papilla cells (mDP). Extracellular Ca2+ increased FGF-2 gene expression in mDP. Gene expression of 
calcium-sensing receptor and G protein-coupled receptor family C group 6 member A, both of which are
 known to be sensors for extracellular Ca2+, was not detected in mDP. Ca2+-mediated Fgf-2 gene 
expression was reduced by pretreatment with H-89, a protein kinase A (PKA) inhibitor, or PD98059, an
 ERK1/2 inhibitor, but not by pretreatment with GF-109203X, a PKC inhibitor, or SB203580, a p38 
inhibitor. These findings indicate that elevated extracellular Ca2+ increased Fgf-2 gene expression 
through PKA and ERK1/2 in mDP cells, and that this mechanism may assist in designing regenerative 
therapies for dentin.

研究分野：歯内治療系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 
露出歯髄に対する歯髄保存療法として、水
酸化カルシウムを用いた直接覆髄法が行わ
れている。本薬剤は高アルカリによる象牙芽
細胞の壊死とそれに引き続く壊死層直下へ
の未分化歯髄細胞の遊走を誘導することに
より修復象牙質の形成を促進することが分
かっている。しかし、その薬理作用の機序は
明らかではない。また、本術式の５年後成功
率は報告者により異なり(37%～92%)、安定
した治療法とはいえない。 
最近、骨形成タンパク質(BMP)-2が象牙質
形成に重要であることが明らかにされてい
る。歯髄中に存在する歯髄幹細胞は、BMP-2
刺激により象牙芽細胞へと分化誘導され、さ
らに象牙芽細胞の分化マーカーである象牙
質シアロリンタンパク質(DSPP)発現が増強
されることによって象牙質を形成すること
が報告されている。（中島 Cytokine Growth 
Factor Rev 2005、Chen ら J Biol Chem 
2008）。また、動物実験における露出歯髄へ
の局所投与は、象牙質の形成を強く誘導する
（中島ら J Dent Res 1994、庵原ら J Dent 
Res 2004）ことから、BMP-2 の臨床応用に
期待が高まっている。しかしながら、本タン
パク質は半減期も短く多量の投与が必要な
ことからまだ実用化には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
露出した歯髄の創傷治癒を促すためには、
象牙芽細胞による修復象牙質の形成を誘導
することが重要である。骨形成タンパク質 
(Bone Morphogenetic Protein; BMP) -2は象
牙芽細胞の分化および石灰化を促進し、象牙
質の形成を強く誘導する。申請者らはこれま
で細胞外 Ca2+は歯髄細胞の BMP-2発現を誘
導することを報告してきた。本研究では、プ
ロスタグランジン E2 (PGE2)受容体シグナル
がこの反応を増幅する可能性について解析
を行い、歯髄細胞における細胞外 Ca2+による
BMP-2 産生および PGE2受容体活性化によ
る BMP-2 産生増強を軸とした新規歯内治療
法の開発に繋げることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
本研究では、PGE2 受容体活性化が細胞
外 Ca2+刺激による歯髄由来細胞の BMP-2
発現誘導を相乗的に増強し、象牙質形成を
促進する可能性について検討する。すなわ
ち、研究期間内にヒト歯髄細胞培養系を用
いて以下の項目について検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
これまでに、ヒト歯髄細胞を高濃度細胞外

Ca2+ で 刺 激 を 行 う こ と に よ り bone 
morphogenetic protein-2（BMP-2）の発現

が増強されることを報告した。しかしながら、
歯髄細胞において細胞外 Ca2+が fibroblast 
growth factor-2（FGF-2）などの他の成長因
子の発現に影響を与えるかについては知ら
れていない。 
本研究では、ヒト歯髄細胞、象牙芽細胞の
前駆細胞である不死化マウス歯乳頭（mDP）
細胞、並びに種々の間葉系幹細胞であるマウ
ス歯小嚢細胞（SVF4）およびマウス胚由来
細胞（C3H10T1/2）において細胞外 Ca2+が
FGF-2 の発現に与える影響について解析を
行ったところ、細胞外 Ca2+はヒト歯髄細胞お
よび mDP 細胞さらには SVF4 および
C3H10T1/2の FGF-2遺伝子の発現を増強す
ることを見出した。また、我々のこれまでの
ヒト歯髄細胞での報告と同様、mDP 細胞に
おいても細胞外 Ca2+は Bmp-2 遺伝子の発現
を増強した。対照的に SVF4 や C3H10T1/2
においては細胞外 Ca2+は Bmp-2 遺伝子の発
現を抑制した。（図 1） 

そこで、mDP細胞に着目し、細胞外 Ca2+

による Fgf-2遺伝子の発現増強機構について
解析した。Ca2+などの２価の陽イオンを感知
することが知られている Calcium sensing 
receptor（ CaSR）や G protein-coupled 
receptor family C group 6 member A
（GPRC6A）がmDP細胞に発現しているか
について解析したところ、いずれの遺伝子の
発現もみられなかった。さらに、Ca2+以外の
2 価の陽イオンとして MgCl2を用いて mDP
細胞を刺激した場合は Fgf-2遺伝子の発現増



強はみられなかった。このことから、mDP
細胞には CaSRおよび GPRC6Aとは異なる
受容体を介した、Ca2+に選択的な感知機構が
存在し、そのシグナリングにより Fgf-2遺伝
子の発現が増強されることが示唆された。 
次に、細胞外 Ca2+による Fgf-2遺伝子の発
現増強に関わるシグナル伝達機構について
解析を行った。プロテインキナーゼ C（PKC）
阻害剤（GF109203X）および PKA 阻害剤
（H-89）で細胞を前処理したところ、H-89
で前処理した場合のみ細胞外 Ca2+による
Fgf-2遺伝子の発現増強は抑制された。（図 2） 

さ ら に 、 細 胞 外 Ca2+ 刺 激 は p38 
mitogen-activated protein （MAP）キナー
ゼおよび extracellular signal-regulated 
kinase 1/2（ERK1/2）のリン酸化を誘導した。
そこでMAPキナーゼ阻害剤（p38 MAPキナ
ーゼ（SB203580）、ERK1/2（PD98059）で

細胞を前処理したところ、PD98059 で前処
理した場合のみ細胞外 Ca2+による Fgf-2遺伝
子の発現増強は抑制された。（図 3） 
以上のことから、細胞外 Ca2+は PKA およ
びMAPキナーゼ ERK1/2を介して mDP細
胞の Fgf-2遺伝子発現を増強することが示唆
された。 
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