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Abstract：EmdogainⓇ is a product used for regenerative therapy. The main components of EmdogainⓇ are

Enamel Matrix Derivatives (EMD). There are two growth and differentiation factors in EMD, TGF-β and

BMP-2. Both TGF-β1 and BMP-2 are growth and differentiation factors found in the normal cementum and

dentin. However,there have so far been only a few reports on the soft tissues after maintenance and alimentation

of the adjacent hard tissues such as cementum and dentin. Therefore, this study was conducted to determine the

presence of growth and differentiation factors, such as TGF-βand BMP, in the periodontal ligament tissues lying

against the pulp of soft tissues and the cementum-dentin of hard tissues.

Periodontal ligament and pulp tissues specimens were harvested from porcine milk central incisors.

Thereafter, extracts of the pulp and periodontal ligament specimens were obtained by freeze-drying after

extraction with a 4M guanidine hydrochloride solution. In addition, extracts of decalcified cementum-dentin

were prepared in a similar manner. The bioactivity in each extract was evaluated using Ros17/2.8 cells and

HPDL cells, which show a specific increase of the alkaline phosphatase (ALP) activity in response to TGF-β1,

and C2C12 cells, which show specific increase of the ALP activity in response to BMP-2. In addition, a luciferase

assay was used to confirm the presence of TGF-β1 and BMP-2. ALP activity was observed in the Ros cells and

HPDL cells, but not in the C2C12 cells. In addition, the luciferase assay also failed to show the presence of

BMP-2.

Interaction between TGF-β1 and BMP-2 has been reported. TGF-β1 and BMP-2 were separated by gel

filtration chromatography and examined. TGF-β1 and BMP-2, which were used as positive controls, were

detected in the cementum-dentin fractions, but TGF-β-like activity alone was detected in the extracts of the

periodontal ligament and pulp of the soft tissues.
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Thus, TGF-β1-like activity was observed in the pulp and periodontal ligaments. However, the BMP-2-like

activity was either present in only extremely small quantities or not at all in the soft tissues. The TGF-β-like

activity in the periodontal ligament promoted the early stage of differentiation of the undifferentiated cells in the

periodontal ligament, and therefore, the BMP-2-like activity may participate in the differentiation of the hard

tissue cells.

Nihon Shishubyo Gakkai Kaishi(J Jpn Soc Periodontol)52(1) : 24-36, 2010.

Key words：periodontal ligament, pulp, TGF-β1, BMP-2

要旨：現在，歯周組織の治療法の 1つとしてエムドゲインⓇを用いた再生療法がある。エムドゲインⓇの主成分

はエナメルマトリクスタンパク質(EMD)であり EMD中の分化増殖因子として TGF-β1 および BMP-2 の 2 つ

の活性物質が存在することが報告されている。一方，歯の硬組織であるセメント質，象牙質中にも分化増殖因子

としてTGF-βおよびBMPが存在することが示され，その含有量についても報告されている。しかしこれらの硬

組織に隣接し，その維持，栄養供給などに関与する軟組織における分化増殖因子についての報告は少ない。そこ

で本研究では歯根膜組織中のTGF-βおよびBMPなどの分化増殖因子の存在について調べ，象牙質に隣接する軟

組織である歯髄や硬組織のセメント-象牙質と比較検討した。

ブタ乳中切歯より歯根膜および歯髄を採取し，4M塩酸グアニジン溶液で抽出後凍結乾燥を行い歯根膜および

歯髄の抽出物を得た。また同様の方法で脱灰セメント-象牙質の抽出物も調整した。抽出物中の生理活性は，

TGF-β1 に対し特異的にALP 活性が上昇する Ros17/2.8 細胞，HPDL 細胞および BMP-2 に対し特異的にALP

活性が上昇する C2C12 細胞を用いて検出した。またTGF-βおよび BMPの確認にはルシフェラーゼアッセイを

用いた。その結果歯根膜と歯髄の抽出物添加時にはRos 細胞，HPDL細胞にのみALP活性が認められC2C12 細

胞には活性を認めなかった。また，ルシフェラーゼアッセイにおいても BMP を確認することはできなかった。

TGF-β1 には BMP-2 に対する阻害作用が報告されていることからゲル濾過クロマトグラフィーにより TGF-β

および BMP を分離しその活性を調べた。ゲル濾過クロマトグラフィーにより得た画分ではポジティブコント

ロールとして用いたセメント-象牙質ではTGF-β1 様と BMP-2 様の活性が認められたが，軟組織の歯根膜およ

び歯髄の抽出画分ではTGF-β1 様活性のみでBMP-2 様の活性を認めなかった。

以上の結果より，歯根膜および歯髄にはTGF-β1 様活性物質が存在しBMP-2 様活性物質が存在しないか，存

在しても極わずかであることが明らかとなった。このことから歯根膜中の TGF-β1 様活性物質は歯根膜の未分

化な細胞に対して初期の分化を促進し，セメント-象牙質中の BMP-2 様活性物質は硬組織細胞への分化誘導に

関与している可能性が示唆された。

日本歯周病学会会誌(日歯周誌)52(1)：24-36，2009
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緒 言

現在，臨床において応用されている歯周組織再生療

法には，Guided tissue regeneration(GTR)法や，エナ

メルマトリクスタンパク質(EMD)および多血小板血

漿(Platelet rich plasma: PRP)を使う方法などがある。

このうち EMDは，ブタ幼若エナメル質から抽出さ

れたタンパク質の複合体で形成され，骨形成1)あるい

はセメント質形成2,3)を誘導する生理活性物質を持つ

ことが報告されており，この作用を利用して歯周組織

の再生に応用されている。しかし，EMDはブタエナ

メルタンパクの粗抽出物であるため，どの成分に生理

活性があるか明らかにされていない。総説などによる

と単一の生理活性物質による作用ではなく，複数の生

理活性物質が相互に作用していると報告されてい

る4)。

これまでに，EMD中の分化増殖因子として知られ

るTGF-β，BMPの 2つの活性物質が存在することが

報告されている5,6)。当初 EMD 中の分化増殖因子と

して TGF-βのみが確認されたが，さらにゲル濾過す

ることで TGF-βの活性以外に BMP の活性が分離さ

れた6)。その後の研究で，TGF-βと BMP は相互に作

用し合い7-9)，TGF-βの存在により BMP の活性が抑

制されることが明らかになった6，11)。

歯周組織における BMP の作用として，BMP ファ

ミリーの主要アイソフォームである BMP-2 は，未分

化間葉系細胞に作用し，骨芽細胞やセメント芽細胞に
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分化させることが知られている12)。もう 1 つの分化

増殖因子である TGF-βは，歯根膜細胞や骨芽細胞の

増殖を促進し13,14)，上皮細胞に対しては，増殖を抑制

すると考えられている15)。実際にラット筋芽細胞

(C2C12 細胞)を EMD添加培地で培養すると，その作

用機序はわからないが，C2C12 細胞が骨芽細胞や軟骨

芽細胞に分化する傾向を示すことが報告されてい

る16)。このように硬組織やその周囲に存在する軟組

織における生理活性物質の存在や，それらの相互作用

を明らかにすることは，歯周組織再生や恒常性の維持

のメカニズムを解明する上で極めて重要であると考え

られる。

一方，歯の硬組織であるセメント質や象牙質中にも，

分化増殖因子である TGF-β様や BMP 様の活性物質

があることが確認されており17)，これらの活性物質を

含んでいる正常なセメント質や象牙質を保存すること

は，歯周組織を再生させるために有利に働く可能性が

あることが示唆されている17)。生理的条件下におけ

る歯根膜や歯髄の細胞は，複数の細胞集団から形成さ

れ，様々な分化段階の細胞が共存していると考えられ

ることから，この様な細胞に対してTGF-βやBMPの

作用や影響について数多くの研究がなされてきた。し

かし，歯根膜や歯髄自体にどのような分化増殖因子が

発現，存在するかについては十分な研究がなされてい

ない。

そこで本研究では，歯周組織再生に重要な役割を演

じると考えられるTGF-β1 と BMP-2 に注目し，歯根

膜組織中におけるこれらの分化増殖因子の存在につい

て明らかにし，セメント，象牙質，およびこれに隣接

する歯髄中の分化誘導因子と比較検討することを目的

とした。

材料および方法

1. セメント―象牙質，歯根膜および歯髄の分離お

よび分化増殖因子の抽出

生後約 6ヶ月の新鮮ブタ下顎骨から抜歯鉗子を用い

て乳切歯を抜去した。生理的食塩水で血液成分を洗い

流し，セメントエナメルジャンクション（CEJ）より

根尖側 1cm下方の位置から根尖側の歯根膜組織を外

科用メスを使ってそぎ落とし分離した。歯髄は，のみ

で歯を縦方向に分割し，ピンセットを用いて採取した。

歯根膜および歯髄はハサミで細切し，重量を測定した。

歯根膜と歯髄は，20 本の歯からそれぞれ湿重量で

0.86g，1.03g 得た。これらの試料は，1g に対して

10ml の生理的食塩水を加え攪拌抽出を行い，1500gで

5 分間の遠心分離後，沈殿物に生理的食塩水を加え，

さらに抽出を行った。遠心分離後の上清は，透析

チューブ（Seamless Cellulose Tubing MWCO 3500：

三光純薬株式会社，東京 日本）を用いて蒸留水中で透

析した。蒸留水の交換は 5回行い，内容物を凍結乾燥

し，歯根膜および歯髄の生理食塩水抽出物とした。生

理食塩水による抽出後，歯根膜および歯髄の沈殿には，

4M 塩酸グアニジン溶液（0.05M Tris-HCl 緩衝液:

pH7.4）6,18)をそれぞれ 1g に対して 10ml 加え，4℃で

24 時間攪拌抽出した。抽出後 1500gで 5 分間遠心分

離を行い，上清の透析を生理食塩水の時と同様に行っ

た。その後，凍結乾燥し歯根膜および歯髄の 4M塩酸

グアニジン抽出物として実験に用いた(図 1)。生理食

塩水による抽出物には活性が微量だったので以後の実

験には用いなかった。

セメント質および象牙質は，乳切歯を抜去後，歯に

付着した軟組織を除去し，CEJ より 1cm 根尖側の位

置にて切断し，エナメル質と分離した。分離した歯根

から歯髄と象牙前質を除去し，そのまま液体窒素を用

いて粉砕し，100mg に対して 0.1mol/ℓ塩酸を 2ml 加

えて 1週間，脱灰を行った。脱灰後， 4M塩酸グアニ

ジン溶液を 2ml/100mg の比率で加え，攪拌しながら

4℃で 24 時間抽出を行った。抽出液は，透析チューブ

を用いて 100倍量の蒸留水中で 5回交換しながら透析

し，凍結乾燥して，セメント-象牙質の混合物からの抽

出物を得た。

ブタ乳切歯の採取は，鶴見大学歯学部動物実験委員

会の承認のもとに行った。

2. ゲル濾過クロマトグラフィー

抽出物の分離精製を目的として，4M塩酸グアニジ

ン溶液（pH7.4）で平衡化してある Sephadex G-100

カラム（直径 1.5cm×長さ 34cm）によるゲル濾過ク

ロマトグラフィーを行い，0.15ml/min の流量で溶出

し，15 分毎に分画した。分子量マーカーとして同じカ

ラムにBlue Dextran（分子量：2MDa），シトクロム c

（分子量：12kDa），p-ニトロフェノール（分子量：139）

を流し溶出位置を確認した。タンパク質の溶出状態

は，Ultro Spec 1100 Pro（Amersham Biosciences，NJ，

USA）を用い，波長 280nm で吸光度を測定した。各

画分は，蒸留水に透析して脱塩し，凍結乾燥を行い，

ゲル濾過分離後の分画画分として，マイナス 30℃で保

存した。

3. 細胞培養

分化増殖因子を検出するために，C2C12 細胞（マウ

ス筋芽細胞）と Ros17/2.8（ラット骨肉腫細胞），

HPDL細胞（ヒト歯根膜細胞），HSC-4 細胞（ヒト舌

癌由来扁平上皮細胞株）を使用した。C2C12 細胞は，

American Type Culture Collection（ATCC ;

日歯周誌 52(1)：24 ― 36, 201026



Manassas， USA）から購入した。Ros17/2.8 は理化

学研究所 Cell Bank，HSC-4 細胞は東京医科歯科大学

百瀬先生から細胞提供を受けた。HSC-4 細胞以外の

細胞は，10%牛胎児血清（FBS ;Asahi Technologies，

Chiba， Japan）および 1%ペニシリン-ストレプトマ

イシン（Pn-St ; 50U/mlペニシリン G， 500μg/ml ス

トレプトマイシン ; GIBCO-BRL Life Technology，

Gland Island， USA）含有α-Modification of Eagleʼ

Medium（α-MEM ; GIBCO-BRL）を用いて 37℃，

5%CO2の条件下で培養した。継代培養にはトリプシ

ン -EDTA（0.05% トリプシン，0.53mM EDTA;

GIBCO-BRL）を用い，継代数 6以下，1× 105 個/ml

の細胞数で実験に使用した。

HPDL細胞の場合は，鶴見大学歯学部倫理委員会の

規定に基づき，鶴見大学歯学部付属病院を受診し，研

究への付与に同意の得られた健全な歯周組織を有する

矯正患者の抜去歯の歯根膜を Sömerman ら19,20)の方

法に従い処理して得た細胞を用いた。

また HSC-4 細胞の培養には，Dulbecco's Modified

Eagle Medium（DMEM ; nacalai tesqe，Kyoto，Japan）

を用いて同条件で培養した。

4. アルカリフォスファターゼ(ALP)活性の測定

歯根膜，歯髄の生理活性は，培養細胞におけるアル

カリフォスファターゼ（ALP）活性を指標として調べ

た。C2C12 細胞，Ros 細胞，ともに 96wellプレートに

1× 104 cell/well の細胞数で播種した。その後 24 時

間α-MEM にて 37 度，5%CO2の条件下で培養した。

C2C12 細胞は 1μMレチノイン酸含有の培養液に交換

し，抽出物およびリコンビナントTGF-β1（R＆ D社，

MN， USA）， BMP-2 （Osteogenetics GmbH，

Wuertburg，Germany）をそれぞれ細胞に添加して比

較した。C2C12 細胞，Ros 細胞ともに試料添加 24 時

間後に PBS で洗浄し，10mM パラニトロフェニルリ

ン酸，5mmol/ℓ MgCl2， 100mmol/ℓ 2-アミノ 2-メ

チル 1.3プロパンジオール塩酸緩衝液（PH10.0）から

なる発色液を加えて，37度 5%CO2の条件下で 10 分間

ブタ乳切歯歯根膜の分化増殖因子について 27

図 1 歯根膜および歯髄からの抽出

生後約 6ヶ月のブタ下顎骨から乳切歯を抜去し歯根膜および歯髄を採取した。歯根膜，歯髄は生理食塩水で抽出

し遠心分離後の上清を透析，凍結乾燥して歯根膜および歯髄の生理食塩水抽出物とした。生理食塩水による抽出

後，歯根膜および歯髄の沈殿には 4M塩酸グアニジン溶液を加えて抽出を行い，遠心分離後の上清を透析，凍結

乾燥し歯根膜および歯髄の 4M 塩酸グアニジン抽出物とした。生理食塩水抽出物中の分化増殖因子(TGF-β1，

BMP-2)は少量だったため歯根膜および歯髄の 4M塩酸グアニジン抽出物を用いて実験をおこなった。また 4M

塩酸グアニジン抽出物はゲル濾過クロマトグラフィーで分離し，各種細胞への作用を検討した。



反応させた。0.2mol/ℓ NaOH を加え反応の停止後，

マイクロプレートリーダー Model 450（Bio-Rad

Model 450， CA，USA）を用いて吸光波長 405nmで

吸光度を測定した。ゲル濾過クロマトグラフィーを

行って分離した分画画分の生理活性には HPDL 細胞

を用い試料添加時に 10nM 活性型ビタミン D3 含有α

-MEM に変換し，C2C12 細胞 Ros 細胞と同様の条件

でALP活性を測定した。

TGF-βの阻害剤である SB431542（TOCRIS，MO，

USA）21-23)と BMP-2 の阻害剤である Noggin（re-

combinant mouse noggin / FC chimera，

Genzyme-Techne，MN，USA）24-26) を 用 い て，

TGF-β1 様，BMP-2 様活性の抑制実験を行った。細

胞培養の条件は ALP 活性の測定と同様とした。

C2C12 細胞，Ros 細胞ともに 96well プレートに播種

した 24 時間後に，1.3μg/ml Noggin または，1μM

SB431542 を含む培養液に交換し，1 時間反応させた。

その後抽出物およびリコンビナント TGF-β1 と

BMP-2 をそれぞれ添加し，試料添加 24 時間後に，

ALP 活性を測定した。抽出物の場合は 100μg/ml，

TGF-β1 は，0.25ng/ml か ら 2ng/ml，BMP-2 は，

31.25ng/ml から 250ng/ml までの範囲で実験をおこ

なった。

5. ルシフェラーゼレポータージーンアッセイ

歯根膜および歯髄中のTGF-β1 および BMP-2 の存

在を確認するために，それらの細胞内シグナル伝達系

を検出するルシフェラーゼアッセイを C2C12 細胞を

用いて行った。C2C12 細胞は，TGF-β1，BMP-2 にそ

れぞれ反応する PAI-1 および Id-1プロモーター領域

にルシフェラーゼ遺伝子を結合したベクター（pGL-3，

p3PT）を導入したものを用いた27)。また，ハイグロ

マイシン耐性遺伝子を同時に組み込み，ハイグロマイ

シンB（Hygromycin B ; 1240 units/mgWAKO PURE

CHEMICAL INDUSTRIES， Osaka， Japan）を選択

マーカーとしてセレクションをかけ，安定株を得た。

細胞培養は，ALP活性の測定と同条件とし，C2C12

細胞を 1× 104 cell/well の濃度で 96wellプレートに

播種し 24 時間後，抽出物およびリコンビナント

TGF-β1，リコンビナント BMP-2 を添加した。試料

の添加 24 時間後，PBS で洗浄し，その後 PLB（Passive

Lysis Buffer : 細胞溶解液 ; Promega，WI，USA）で細

胞を溶解させた。凍結融解を数回繰り返すことで細胞

を完全に融解させ，その細胞融解液に Luciferase

Assey Buffer（Luciferase Assay Substrate Promega，

WI，USA）を加えて MiniLumit LB 9506（Berthold

Technologies， Pforzheim， Germany）で発光強度

（RLU）を測定した。

6. 酵 素 免 疫 測 定 法 (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay；ELISA法)

HSC-4 細胞は TGF-β1 の添加によりフィブロネク

チンを産生することが知られていることから，TGF-β

1 の存在を調べるために HSC-4 細胞に各抽出物を添

加培養しフィブロネクチンの誘導を ELISA 法で観察

した28)。HSC-4 細胞を 1 × 104 cell/well の濃度で

96well プレートに播種し 24 時間後，1μM SB431542

を含む培溶液に交換し 1時間作用させた。その後，抽

出物を 25μg/ml から 100μg/ml の濃度で，リコンビナ

ント TGF-β1 は，予備実験で最も反応の良かった 2

ng/ml の濃度で添加した。試料添加 72 時間後，上清

を 100μl 採取し，ELISA 用プレートに移して 24 時間

後に PBS で 2回洗浄し，ヒト血清フィブロネクチン

を精製しウサギに作らせた抗ヒトフィブロネクチンラ

ビット抗体を添加した。24 時間経過後 PBS で 2回洗

浄しペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体（Cell

Signaling Technology，Inc，MA，USA）を添加し，さ

らに 24 時間後，基質として o-フェニレンジアミン（和

光純薬工業，大阪，日本）を含む発色液を作用させて

吸光度を測定した（495nm）。

7. 統計分析

統計分析には，統計ソフト SPSS ver.14J（SPSS inc，

IL，USA）を用い，Student-t 検定を行った。また，有

意差検定には p値が 0.05未満を有意差ありとした。

結 果

1. TGF-β1 および BMP-2 による各種細胞の

ALP活性の変化

リコンビナント TGF-β1，BMP-2 に対する Ros 細

胞，HPDL細胞と C2C12 細胞のALP活性をそれぞれ

調べると，Ros 細胞，HPDL細胞はTGF-β1 の刺激で

濃度依存的に強い ALP 活性を示し，その阻害剤であ

る SB431542 の添加で ALP 活性は抑制された。Ros

細胞，PDL細胞17)は BMP-2 による刺激では変化はな

かった。また C2C12 細胞は，レチノイン酸の存在下

での BMP-2 の刺激でやはり濃度依存的に強い ALP

活性を示し，その阻害剤であるNoggin によってALP

活性は抑制された。C2C12 細胞17)は TGF-β1 による

刺激では変化はなかった。(図 2)

2. 粗抽出物による各種細胞の ALP活性の変化

採取した歯根膜と歯髄の湿重量 1g からそれぞれ

29mg，15mg の 4M塩酸グアニジン抽出物を得た。ま

た 10g のセメント-象牙質から 110mg の抽出物を得

た。これらの抽出物に対して，上記の細胞特性を利用

して歯根膜，歯髄の生理活性を調べた。すなわち Ros
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細胞はTGF-β1，C2C12 細胞は BMP-2 の検出に用い

た。Ros 細胞に歯根膜および歯髄の粗抽出物を添加す

ると ALP 活性は上昇し，TGF-βの阻害剤である

SB431542 の添加でこの反応は抑制された。C2C12 細

胞の場合は，歯根膜および歯髄の抽出物中には

TGF-β様の活性は認められたが，BMP 様の活性は認

められなかった(図 3)。

3. ルシフェラーゼレポータージーンアッセイによ

る TGF-β，BMP活性の検出

TGF-βとBMPの存在を別の方法で確認するために

TGF-β1，BMP-2 のシグナル伝達経路に各々反応する

PAI-1，Id-1プロモーター領域の転写活性が，歯根膜

および歯髄の抽出物の添加でどのように変化するか調

べた。レポーター遺伝子を導入した C2C12 細胞は，

TGF-β1，BMP-2 の添加でルシフェラーゼ活性のベー

スが高いが，濃度依存的に PAI-1 調節領域，Id-1 調節

領域の転写活性をそれぞれ上昇させた。また，歯根膜

および歯髄の抽出物の影響により，濃度に依存して

PAI-1 調節領域の転写活性の上昇が認められ，統計学

的に差が認められた。しかしながら，Id-1 調節領域の

転写活性は，どちらの抽出物でも認められなかった(図

4)。以上の結果からもTGF-βの活性は確認されたが，

BMPの活性は認められなかった。

4. 歯根膜および歯髄抽出物によるフィブロネクチ

ン産生への効果

TGF-βの確認に関しては，さらに TGF-β1 の添加

でフィブロネクチンの誘導を起こす HSC-4 細胞を培

養し，歯根膜および歯髄の抽出物を添加することによ

り，フィブロネクチンの誘導が引き起こされるかを

ELISA法で観察した。また SB431542 を用いて，阻害

実験を併せておこなった。コントロールでのフィブロ

ネクチンの発現量が高いが，TGF-β1 の添加により，

濃度依存的にフィブロネクチンの誘導がみられ，

SB431542 の添加でフィブロネクチンの誘導は抑制さ
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図 2 Ros17/2.8 細胞(ラット骨肉腫細胞)，HPDL細胞(ヒト歯根膜細胞)および C2C12 細胞(マウス筋芽細胞)の

TGF-β1 および BMP-2 に対する特性

TGF-β1(0.25，0.5，1，2)ng/ml，BMP-2(31.25，62.5，125，250)ng/ml とそれぞれの阻害剤である SB431542

(1μM)と Noggin(1.3μg/ml)を添加した時のRos17/2.8 細胞(a)，HPDL細胞(b)および C2C12 細胞(c)の ALP活

性を示す。Ros17/2.8 細胞，HPDL細胞はTGF-β1 で ALP活性が上昇しC2C12 細胞は BMP-2 で ALP活性が上

昇する。
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図 3 Ros17/2.8 と C2C12 細胞のALP活性に対して歯根膜および歯髄の抽出物が与える影響

Ros17/2.8 細胞(a)と C2C12 細胞(b)培養系に以下の濃度の歯根膜および歯髄の抽出物およびTGF-β1 と BMP-2

の阻害剤を添加した。TGF-β1(2ng/ml)， SB431542(1μM)， BMP-2(100ng/ml) Noggin(1.3μg/ml)，Pulp

Gdn-HCl:歯髄抽出物(100μg/ml)， PDL Gdn-HCl:歯根膜抽出物(100μg/ml)歯根膜および歯髄の抽出物の添加で

Ros17/2.8 細胞ではALP活性が上昇する。C2C12 細胞ではALP活性の上昇は認められない。

図 4 ルシフェラーゼレポータージーンアッセイ

ルシフェラーゼ遺伝子をベクターで導入した C2C12 細胞に歯根膜，歯髄の抽出物およびTGF-β1，BMP-2 を添

加した時の転写活性を示す。TGF-β1 と BMP-2 でのルシフェラーゼ活性の発光の度合いを比較すると 20 倍異

なっていた。歯根膜および歯髄の抽出物の添加時において，TGF-βに反応する PAI-1 調節領域の転写活性は濃

度に依存して上昇したが，BMPに反応する Id-1 調節領域の転写活性の上昇は認められない。平均値±標準誤差

(n ＝ 3) 。＊：P＜ 0.05



れた。歯根膜および歯髄の抽出物の添加時には抽出物

の濃度に依存してフィブロネクチンが誘導され，

SB431542 の添加でフィブロネクチンの誘導は抑制さ

れた(図 5)。この方法でも歯根膜および歯髄中には

TGF-βが検出された。

5. ゲル濾過クロマトグラフィーによる抽出物の分

離精製

歯根膜および歯髄に BMP様活性が検出されないの

は，TGF-βによるBMPの阻害による可能性もあると

考え6,11)，TGF-βと BMPを分離することを目的にゲ

ル濾過クロマトグラフィー（Sephadex G100カラム）

を行い，その溶出位置を確かめた。すでに TGF-β，

BMP を含むことが知られているセメント-象牙質か

らの抽出物も同じゲル濾過クロマトグラフィーで分離

し，結果を比較した。分離後の精製物をタンパク質を

検出する 280nm の波長で吸光度を測定した結果，歯

根膜，歯髄，セメント-象牙質混合の抽出物からは，い

ずれも 1 つのピークが認められた(図 6-A-1，A-2，

A-3）。ゲル濾過クロマトグラフィー後の各分画画分

による電気泳動像からは，タンパク質の分布を示す特

徴的な結果は得られなかった。

ゲル濾過クロマトグラフィーで分離された歯根膜，

歯髄，セメント-象牙質混合物の抽出物中のTGF-β様

活性の検出にはHPDL 細胞を，BMP様活性は C2C12

細胞を用いて行った。セメント-象牙質混合物の抽出

物添加時には，TGF-β様の活性が，fr.18 付近に溶出

し，BMP-2 様の活性は fr.12 付近に認められた。ま

た溶出位置は，TGF-βとBMPの分子量を反映してい

た。歯根膜および歯髄の抽出物の分画画分を調べた場

合 TGF-β1 様の活性ついては，歯根膜でも fr.18 付近，

歯髄でも，fr.18 付近で高い活性が認められたが（図

6-B-2a，B-3a），BMP-2 様の活性はどこにも検出する

ことはできなかった（図 6-B-2b，B-3b）。

考 察

歯の硬組織である象牙質，セメント質には，分化増

殖因子である TGF-β1，BMP-2 が存在することが報

告されている17)。強力な骨誘導能をもった分化増殖

因子であることが知られている BMP-2 は29)，硬組織

に存在することはよく知られている。しかしながら，

これらの硬組織に隣接する軟組織である歯根膜や歯髄

において，これらの分化増殖因子が存在するかについ

ては明らかにされていない。生理的条件下における歯

根膜の細胞は未分化間葉系細胞を含み様々な分化段階

の細胞から形成されることから，これらの細胞に影響

を与えるTGF-β，BMPなどの分化増殖因子の存在を

調べることは歯周組織再生において重要であると考え

られる。そこで本研究では歯根膜中の TGF-β，BMP

の有無について調べ，軟組織の歯髄や硬組織であるセ

メント-象牙質と比較検討した。

TGF-β，BMP の検出において，これらの分化増殖

ブタ乳切歯歯根膜の分化増殖因子について 31

図 5 歯根膜，歯髄が誘導するフィブロネクチンの測定

TGF-βでフィブロネクチンが誘導されるHSC-4 細胞に歯根膜および歯髄の抽出物を添加し，抗フィブロネクチ

ンラビット抗体で検出した。TGF-β1 を添加したものをコントロールとした。歯根膜および歯髄抽出物の添加で

ともにフィブロネクチンが誘導され，この誘導はTGF-β1 の阻害剤である SB431542(1μM)で阻害された。平均

値±標準誤差(n ＝ 3)。＊：P＜ 0.05
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因子は抗体による検出が困難であることからTGF-β1

および BMP-2 にそれぞれ特異的な反応を示す細胞を

用いて活性を検出することによりその存在を検索し

た。すなわち TGF-β1 の刺激でALP 活性が顕著に上

昇するRos 細胞とHPDL細胞，およびBMP-2 の刺激

でALP活性が上昇する C2C12 細胞を用いることで歯

根膜と歯髄抽出物中に含まれる TGF-β1 様と BMP-2

様活性の検出を行った。Ros 細胞を用いた場合，歯根

膜および歯髄の抽出物添加時にALP 活性の上昇を認

め，TGF-β1 の特異的阻害剤である SB431542 を添加

することで ALP 活性が抑制されたことから，歯根膜

および歯髄組織中には TGF-β1 様の分化増殖因子が

存在すると考えられる。また C2C12 細胞を用いた場

合には，どの抽出物を添加しても ALP 活性の上昇を

認めなかった。さらに，歯根膜および歯髄中の

TGF-β1 および BMP-2 の存在を細胞内シグナル伝達

系で検出するルシフェラーゼレポータージーンアッセ

イを用いて検討した。歯根膜と歯髄の抽出物は濃度に

依存して TGF-β1 に反応する PAI-1 調節領域の転写

活性が上昇したが，BMP-2 に反応を示す Id-1 の転写

活性はほとんど上昇がみられなかった。Id-1 の転写

活性がみられなかった理由には，量的に少ないといっ

た理由の他に，TGF-βと BMP が混在した状態では，

TGF-β1 が，BMP-2 特異的 Smad である Smad1，5 の

リン酸化を阻害するので，I-Smad(Smad6，7)による

ネガティブフィードバック作用により BMP-2 の作用

を抑制する7-10)ことから，TGF-β1 が BMP-2 の活性

を抑制している可能性も考えられる6)。
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図 6 セメント-象牙質(A-1)，歯髄(A-2)，歯根膜(A-3)の抽出物のゲル濾過クロマトグラフィー

各試料を流速 0.15ml/min sephadex-G100 ゲル濾過クロマトグラフィーにより分画した。4M塩酸グアニジン溶

液で平衡化したカラムは流速 0.15ml/ml で溶出し，15 分毎に分画した。分子量マーカーとして同じカラムに

Blue Dextran (分子量：2MDa)，シトクロム c(分子量：12kDa)，p-ニトロフェノール (分子量：139)を流し溶出

位置を確認した。p-ニトロフェノールは fr.34 に溶出した。

HPDL細胞を用いたTGF-β様活性の検出

セメント-象牙質(B-1a)歯髄(B-2a)，歯根膜(B-3a)の分画画分をHPDL 細胞に添加しALP 活性を測定した。い

ずれの抽出画分も fr.18 で最もALP活性が上昇しTGF-βの存在が確認された。

C2C12 細胞を用いたBMP様活性の検出

セメント-象牙質(B-1b)歯髄(B-2b)，歯根膜(B-3b)の分画画分を C2C12 細胞に添加し ALP 活性を測定した。

C2C12 細胞では，セメント-象牙質の分画画分でのみ BMPの存在を示すALP 活性の上昇が認められた。平均値

±標準誤差は，全てにおいて 0.06 以上にはならなかった。(n ＝ 3)



BMP-2 が TGF-β1 により抑制されている可能性に

ついて検討するためにゲル濾過クロマトグラフィーを

用いてTGF-β1 および BMP-2 を分離した。ゲル濾過

クロマトグラフィーで得られた分画画分の TGF-β1

様または BMP-2 様の活性を，それぞれHPDL細胞と

C2C12 細胞を用いて検出した。セメント-象牙質混合

物の抽出物分画画分添加時に認められた BMP-2 様の

活性は，TGF-β様の活性より明らかに高分子領域に溶

出した。アミノ酸シーケンスのデータから BMP の 2

量体としての分子量は 23kDa，TGF-βは 25kDa と予

想される。溶出位置のデータは，BMP の分子量が

TGF-βの分子量より大きいことを示しているが，

BMP には糖鎖がついていることが知られているの

で30)BMP の溶出位置に関してはそれで説明ができ

る。しかしながら TGF-β様活性が，分子量マーカー

として用いたシトクロム c(12kDa)より低分子領域に

認められたことは，TGF-βの実際の分子量とは矛盾す

る。これは担体として用いた Sephadex G-100 と

TGF-βに親和性があり溶出位置が遅れていると推測

される。セメント-象牙質には，TGF-β，BMPの両方

の活性が存在している17)ことが知られていることか

ら，ゲル濾過クロマトグラフィーで分離された 2種類

の活性物質はそれぞれTGF-β，BMPに対応している

と考えられる。歯根膜および歯髄の抽出物の分画画分

を HPDL 細胞で調べた結果，TGF-β1 様の活性は歯

根膜および歯髄とも fr.18 付近で高い活性が認められ

た。BMP-2 様の活性は歯根膜および歯髄の全ての分

画画分で検出することはできなかった。これらの結果

から BMP様の活性がルシフェラーゼレポータージー

ンアッセイおよびALP アッセイで認められなかった

理由は，TGF-βの抑制による影響により活性が示され

なかったという理由ではなく，BMP 様の活性が存在

しないことによると考えられる。以上のことから歯根

膜および歯髄には TGF-β1 様活性物質は存在するが，

BMP-2 様の分化増殖因子は存在しないか，あるいは

極めてわずかであることが示唆された。

TGF-β1 について，その存在とその作用を確かめる

ために，HSC-4 細胞に TGF-β1 を添加してファイブ

ロネクチンの誘導を ELISA 法で観察した28)。その結

果，歯根膜および歯髄の抽出物添加時には，ベースが

高いきらいがあるものの抽出物の濃度に依存してファ

イブロネクチンの誘導がみられた。この誘導は

TGF-β1 の阻害剤である SB431542 の添加で抑制され

ることから，TGF-β1 の作用であることが示された。

TGF-βは上皮系細胞に対して増殖抑制があるこが知

られているが，HSC-4 細胞は口腔上皮由来の細胞であ

ることから，TGF-βを含む歯根膜の抽出物は口腔上皮

にも作用することでフィブロネクチンのような細胞外

マトリクスの産生を促進していることが示唆された。

今回の実験において，歯の硬組織であるセメント質

および象牙質にはTGF-β1 および BMP-2 様の活性物

質が存在するが，その周囲の軟組織である歯根膜と歯

髄からは TGF-β1 様の活性物質は検出されたが

BMP-2 様の活性物質はほとんど検出されなかった。

このことより歯根膜および歯髄は TGF-β1 が発現し

やすく BMP-2 は発現しにくい組織であることが考え

られる。歯根膜組織に存在する細胞としては，歯根膜

固有の線維芽細胞とその幹細胞である未分化間葉系細

胞，硬組織細胞へと分化する骨芽細胞，セメント芽細

胞，また血管が豊富であることから血管内皮細胞など

が挙げられるが，どの細胞が TGF-βの産生に関わっ

ているかは現在のところ分かっていない。

歯根膜は，セメント質と歯槽骨にはさまれた石灰化

しない組織であり，未分化の間葉系細胞を含み様々な

分化段階の細胞が存在すると考えられている。このよ

うな性質を持った歯根膜において TGF-βは歯根膜特

有の軟組織細胞の分化に関与していることが示唆され

た。歯髄においても TGF-β1 が優位に発現しており

歯髄細胞から象牙芽細胞への分化を BMP-2 が促進す

る31-33)という報告から，歯髄細胞の分化にはTGF-β1

が関与しているが，硬組織細胞への分化には BMP-2

が重要な役割を果たしていると考えられる。BMP-2

様活性はセメント-象牙質には認められたことから歯

根膜，歯髄に含まれる未分化な細胞は，セメント，象

牙質に近接もしくは接触することにより硬組織細胞へ

の分化誘導が促進される可能性がある。

以上より歯根膜および歯髄に検出された TGF-β1

様の活性物質は，各組織の未分化な細胞に対し，BMP

による骨芽細胞およびセメント芽細胞，象牙芽細胞な

ど硬組織細胞への分化誘導を初期段階に留め，成熟し

た硬組織細胞へと過剰に分化することを抑制すること

で細胞の集合体が恒常性を維持するように働いている

可能性があると考えられる。

以上のことから歯根膜および歯髄には TGF-β1 が

存在し，BMP-2 が存在しないあるいは存在しても極

くわずかであることが明らかとなった。この結果は歯

根膜や歯髄は未分化間葉系細胞を含む組織であるた

め，それらの分化増殖のコントロールに関与するメカ

ニズムに新しい示唆を与えるものである。歯根膜や歯

髄における分化増殖因子の研究は，まだ明らかにされ

ていない歯根膜や歯髄の特性の解明につながる可能性

が示唆された。
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