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培養歯髄細胞におけるBMP発現とTNF一αの影響

　　　　　　　　　佐藤　貴彦

岩手医科大学歯学部歯科保存学第二講座

　　（主任・指導：上野　和之　教授）

　　　　　　（受付：2001年10月22日）

　　　　　　（受理：2001年11月6日）

　Abstract：Narrowed　dental　puIp　cavities　and　obturated　root　canals　produced　by　diffuse

calcification　and　pulp　stone　are　often　observed　in　advanced　periodontal　disease．　Possibly

inflammatory　cytokines　following　periodontitis　may　have　served　as　the　stimulus　inducing　the　pulp

calcification，　but　the　details　are　not　clear．

　The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　the　relation　between　pulp　calcification　and　the　bone

morphogenetic　proteins（BMPs）expressed　in　the　dental　pulp　cells　of　advanced　periodontitis

cultivated仇砿π），　and　to　analyze　the　effect　of　tumor　necrosis　factor一α（TNF一α）stirnulation　on　the

expression　of　BMPs．　The　calcification　process　of　the　dental　pulp　cells　was　examined　by　alcian　blue

staining，　von　Kossa　staining，　immunostaining　methods（BMP－2，　BMP・4，0steonectin，　osteocalcin　and

OBcadherin）and　mapping　with　combined　microanalyzers．　The　mRNA　expression　of　BMP－2，　BMP－

4　and　transforming　growth　factorβ2　　（TGFβ2）　　was　investigated　by　reverse

transcription－polymerase　chain　reaction（RT－PCR）methods．　Dental　pulp　cells　formed　some　nodules

at　4　weeks　of　the　cultivation　in　the　medium　without　ascorbic　acid　andβ一glycerophosphate．　They

included　alcian　blue－positive　glucosaminoglycans，　osteonectin，　osteocalcin　and　TGFβ2．　The　cells　in

the　periphery　of　nodules　seemed　to　be　differentiated　odontoblastic　cells．　The　nodules　showed

calcification　at　8　weeks　after　cultivation　by　mapping　with　combined　microanalyzers　and　von

Kossa　staining．　The　nodules　were　positive　for　BMP－2　and　BMP－4　at　4　and　8　weeks　after

cultivation．　BMP－4　expression　increased　with　TNF一αstimulation，　while　BMP－2　expression

decreased．　The　results　suggest　that　TNF一αprobably　serves　as　a　kind　of　stimulus　in　dental　pulp

calcification　of　teeth　with　periodontitis．

Key　words：dental　pulp，　calcification，　bone　morphogenetic　protein，　tumor　necrosis　factor一α

緒 言

　高度歯周炎罹患歯の治療に際しては，術後の

咬合回復や疾痛軽減のために，抜髄処置を余儀

なくされる症例にしばしば遭遇する。このよう

な症例の抜髄処置の際に，第二象牙質の増生に

伴う歯髄腔の狭窄や根管の閉鎖，歯髄内石灰化

物に遭遇することは決して少なくないD。これ

らのことは歯周炎が歯髄細胞による石灰化結節

の形成を誘導する何らかの刺激を与えている可

能性を推測させるものである。しかし，歯周炎

でみられるどのような刺激が歯髄細胞の石灰化
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機序に作用するかについては明らかにされてい

ない。

　歯髄組織内の石灰化を惹起する要因について

は，臨床的には外傷2β），カリエス4），咬耗などの

ほか，全身的要因として，副腎皮質ホルモンの

投与5），加齢617）等が知られている。歯髄および

歯乳頭組織由来の線維芽細胞は仇砿γoでアル

カリフォスファターゼ活性を有し，石灰化結節

を形成する8～13）。培養歯髄細胞を用いた研究で

は現在までに，アルカリフォスファターゼの他

に，bone　morphogenetic　protein（BMP）＆14’15）

やosteocalcin16）が歯髄細胞に発現しているこ

とが報告されている。また，正常歯髄組織やそ

れらの継代初期の培養細胞による石灰化結節の

形成過程には，コラーゲンの合成や結節内にカ

ルシウム沈着が認められている14）。しかし，歯

周炎罹患歯の歯髄組織由来の培養細胞の性状と

石灰化結節の形成との関連，さらに石灰化結節

の形成過程について検討した報告は見当たらな

い。／η吻oにおいても，歯周炎と歯髄組織内の

石灰化物形成との関連性は現段階では明らかに

されていない。そこで本研究では，歯周炎罹患

歯から採取した歯髄組織の培養歯髄細胞が仇

〃伽oで石灰化結節を形成し得るかどうかを，

結節状細胞集族部の石灰化過程を主体に検討し

た。また，培養細胞の細胞学的性状を明らかに

するために，石灰化結節形成過程において，培

養細胞から象牙芽細胞への分化が見られるか否

かにっいて，象牙芽細胞のマーカーとされる

transforming　growth　factorρ2（TGFβ2）20）

について検討した。さらに，石灰化過程のBMP

発現と炎症性サイトカインのひとっである

tumor　necrosis　factor覗（TNF⇒のBMP発

現におよぼす作用についても検討した。

材料と方法

1．歯髄細胞の採取と培養

　岩手医科大学歯学部附属病院第二保存科を受

診した歯周炎患者のうち，治療上抜髄処置が必

要であったものに研究内容を説明し，了解の得

られた7名（男性4名，女性3名）（Table　1）

を対象とした。抜髄処置時に無菌的に採取した

歯髄は，10％牛胎仔血清（FBS），100units／皿1

ペニシリン，100μg／mlストレプトマイシン，

3μg／mlアムホテリシンBを添加した
Dulbecco’s　Modified　Eagle　Medium（ニッス

イ，以下D－MEM）を用いてexplant法にて60

mmディッシュ（NUNCLONTM，　NUNC）に培養

した。培養条件は5％CO、，37℃で，初代は6～

8週間培養し，2代目以降は3～4週間培養し

た後，細胞を継代培養した。継代方法は細胞を

0．25％トリプシンー0．05％EDTA溶液処理にて

ディッシュから剥離し，培地を加えて4分の1

の濃度に希釈した細胞懸濁液を等量ずつ4枚の

ディッシュに分注した。培地は2～3日おきに

交換し，4～10代継代培養した細胞を以下の実

験に用いた。

　従来から仇〃仇oの石灰化に必須の物質とし

てアスコルビン酸（Sigma－Aldlich；以下

Asc）とβグリセロリン酸ナトリウム（ナカラ

イテスク；以下βGp）が培地に添加されてい

るが，Ascおよびβ一Gpの培養細胞に対する作

用についてはコラーゲン合成に及ぼす効果など

も含めて充分には解明されていないことから本

実験ではすべてAsc非添加一β一GP非添加培地

で行うこととした。

2．培養歯髄細胞による結節状構造物の観察

　位相差顕微鏡下で細胞が集族し，結節状構造

物が観察されるようになった培養4週後と，そ

の中に不透過物が観察されるようになった8週

後の石灰化結節にっいて組織学的検討を行った

（培養4週後の細胞集族部の結節状構造物と培

養8週後の石灰化結節との両者をまとめて以下

noduleと表す）。スライドグラス上の培養細胞

をリン酸緩衝液（phosphate　buffered　saline；

PBS，ニッスイ）で2回洗浄し，プアン液で室

温30分間固定した。酸性粘液多糖類をアルシア

ン青（PH2．5）で，また膠原線維や細網線維を渡

辺鍍銀法で染色し，カルシウム塩をvon　Kossa

染色で検出した17）。
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Table　1．Cases　used　fbr　sampling　dental　pulp　tissues　and　clinical　characte亘stics　of　1血e　tee廿1．

Case　No． sex ㎞由n輌rcketde㎜DBR BOP　　　us　dischar

1
2
3
4
5
6
7

7
4
2
1
5
2
6

6
4
5
4
5
6
5

M
M

F
F
F
M
M

7
1
3
3
1
2
6

4
2
2
4
1
2
2

8
5
2
4
3
8
6

3
2
1
1
2
3
2

十
十

十

十

十
十

十
十

DBR：degree　of　bone　resorption

BOP：bleeding　on　probing

3．コンバインド・マイクロアナライザーによ

るカルシウムとリンのマッピング像の検出

　培養歯髄細胞を縦18mm，横9mmにカットした

カバーグラス（MATSUNAMI）上に細胞密度

3×104／wellで播き込んだ後，培地交換のみを

行い，4週，6週，8週の各期間培養を続けた。

これらの期間培養した細胞は2．5％グルタール

アルデヒド（pH7．4，4℃）溶液に30分間浸漬し

て固定した。次いで工タノール上昇系列で脱水

した後，凍結乾燥（ID－2，Eiko）し，カーボン

でコーティングした。さらに導電性塗料

（DOTITE　XC－12，日新EM）で試料台との導

通をとり，コンバインド・マイクロアナライ

ザー（JXA－8900L，　JEOL）によってnodule部

位を二次電子像で確認し，カルシウム（Ca）と

リン（P）のマッピング像を観察した。

4．培養歯髄細胞におけるBMPおよび骨基質

蛋白質の免疫組織化学的検索

　培養歯髄細胞をカルチャースライド上に細胞

密度3×104／wellで播き込み，4週間および8

週間培養した。培養後，血清の作用を無効化す

るために無血清D・MEMに置換し，8時間経過

後に固定を行った。

　免疫組織化学的染色は以下の方法で行った。

培養歯髄細胞をPBSで2回洗浄し，プアン液

で室温30分間固定した。内因性ペルオキシダー

ゼ活性を除去するために0．3％過酸化水素添加

メタノール液に10分間浸漬した。PBS－Tween

20（PBST）で5分間洗浄後，非特異的反応を阻

害するために3％正常ロバ血清で10分間反応さ

せ，一次抗体として抗BMP－2，あるいは

BMP－4ヤギ血清　（100倍希釈，　Santa　Cruz

Biotechnology）を37℃で90分間反応させた。

反応終了後，PBSTにて5分間ずつ3回洗浄を

行った。次に二次抗体としてビオチン標識抗ヤ

ギIgGロバ血清　（200倍希釈，　Santa　Cruz

Biotechnology）を37℃で45分間反応させた。

反応終了後，PBSTにて洗浄し，　Avidin　Biotin

Complex（ABC試薬，和光）を滴下し，15分間

反応させてからPBST洗浄後に発色させた。発

色は3，3’一ジアミノベンチジン（DAB，和

光）5㎎1錠を0．05M　Tris・HCI（pH7．2）50m4に

溶解したものに過酸化水素水17μ1を添加し，10

～ 15分間反応させて行った。その後PBSTで洗

浄し，超純水で5分間洗浄を行い，マイヤーの

ヘマトキシリンで核染した。次いでアルコール

脱水，透徹，封入を行い光学顕微鏡にて観察し

た。また，BMP－2とBMP－4の免疫組織化学染

色を行ったカルチャースライド（縦18mm，横9

mm）の全培養面を写真撮影し，写真上でそれぞ

れ陽性を示したnodule数を算定した。得られ

た数値をpairdヂtestを用いて統計分析を行っ

た。

　さらに，培養4週後の細胞については，抗

osteonectin抗体（マウスモノクローナル抗体，

200倍希釈，エル・エス・エル），抗osteocalcin

ウサギ血清（500倍希釈，テイジン生物医学総合

研究所，石塚誠一氏より供与された），抗

OB－cadherin抗体（マウスモノクローナル抗
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Fig，1．　Phase－contrast　micrograph　of　cultivated　dental　pulp　cells．　a：at　4　weeks　of　cultivation．　b：at　8

　　　　　weeks　of　cultivation，（x　100，　case　No．5，6passages）
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Fig．2．　Light　micrograph　of　cultivated　denta】pulp　cells．　a：alcian　blue　staining　at　4　weeks　of

　　　　　cultivation．（x　400，　case　No．2，7passages）

　　　　　b：von　Kossa　staining　at　4　weeks　of　cultivation，（x　400，　case　Nα2，7passages）

　　　　　c：von　Kossa　staining　at　6　weeks　of　cultivation．（x　400，　case　No2，7passages）

　　　　　d：von　Kossa　staining　at　8　weeks　of　cultivation．（x　400，　case　No．2，7passages）

　　　　　e：Reticulin　silver　impregnation　at　4　weeks　of　cultivation，（x　200，　case　No4，7passages）

　　　　　Counterstain　is　Kernechtrot．
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体，200倍希釈，Santa　Cruz　Biotechnology）

を一次抗体として用い，ペルオキシダーゼ標識

DAKO　Envision＋試薬による酵素抗体法を

行った。

5．Reverse　transcription－polymerase　chain

reaction（RT－PCR）法による検索

　培養歯髄細胞のBMP－2とBMP－4の
mRNA発現に及ぼすtumor　necrosis　factor☆

（upstate⇔biotechnology；以下TNF切の影

響をRT－PCR法と前述した免疫組織化学的染

色とで検討した。

　培養歯髄細胞を24穴プレート
（NUNCLONTM，　NUNC）上に細胞密度3×104／

wel1で播き込み，4週間および8週間培養し

た。無血清D－MEMに置換し，8時間経過後，

超純水で溶解したTNFα（50㎎／ml）を添加し，

24時間作用させた。24穴プレートから培養歯髄

細胞を回収し，RNA抽出用試薬（TRIzol⑧，

GIBCOBRL）を500μ1加え，－80℃で凍結保存

した。ランダムプライマー法を用いて逆転写反

応を行い，cDNAを合成した。

　BMP－2のプライマーはHatakeyamaら18），

BMP－4はOgoseら19）の報告に従い作製したプ

ライマーを使用した。PCRの条件はBMP－2が

94℃2分，56℃2分，72℃3分の33サイクル

で，BMP・4が94℃2分，56℃2分，72℃3

分の34サイクルとした。TGFβ2のプライマー

とPCR条件にっいては吉田2°）の報告に従って

行った。各BMPおよびTGFψ2　mRNAの発

現を1．8％アガロースゲルで電気泳動して検出

した。

結 果

1．歯髄細胞の初代培養

　組織片からoutgrowthした初期の培養歯髄

細胞は緩やかに増殖したが，培養4週目を過ぎ

た頃から細胞増殖が活発になり，培養6～8週

目でコンフルエントになった。

　7例の初代培養の中で培養歯髄細胞の形態と

増殖性には症例により多少違いが観察された。
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すなわち，40歳代の患者（caseNα2，4）から得

られた細胞は小型で紡錘形を示し，増殖性に富

んでいたが，60歳代の患者（caseNα1，6）から

の細胞はやや大型で増殖性は低かった。しか

し，いずれも継代後3週間を過ぎると細胞の集

族部が観察されるようになり，4週目には

noduleが認められた。

2．培養歯髄細胞による石灰化結節の形成

　培養歯髄細胞は，紡錘形の線維芽細胞様の形

態を呈して増殖し，培養10～14日目でコンフル

エントに達した。そのまま継代せずに培地交換

のみを行うと，3週後には細胞は集族し，そこ

にnoduleが形成され始めた。　Nodule周囲の

細胞は多角形で，またnodule内に細胞が埋入

しており，埋入した細胞間には細胞間物質が認

められた。この段階の位相差顕微鏡による観察

では培養細胞に不透過像は認められなかった

（Fig、　1a）。　しかし，　培養6～8週後には

noduleは球形となり増大し，位相差顕微鏡に

よる観察では内部が網目状になり，中心部に不

定形の不透過部が確認された（Fig．1b）。

　培養4週後，nodule内の細胞間物質はアル

シアン青染色により青色に染色された（Fig．2

a）。Noduleのvon　Kossa染色による観察で

は，培養4週後に黒褐色物は検出されず（Fig．

2b），6週後に黒褐色の頼粒物が検出され

（Fig．2c），培養8週後にnodule部位に黒色

不正形の明瞭な構造物が認められた　（Fig．2

d）。鍍銀染色では，培養4週後のnodule内か

ら周辺部に放散するコラーゲン線維が認めら

れ，これが細胞の走向と交錯するように伸び，

網目状を示した（Fig．2e）。

3．培養歯髄細胞のnodule形成におけるカル

シウムとリンの分布

　歯髄細胞培養後4週および6週目のCaとP

の分布をマッピング像で調べたところ，細胞集

族部位に形成されたnoduleにPは全く検出さ

れず，Caがごく微量に検出された。培養8週後

の歯髄細胞をコンバインド・マイクロアナライ
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Fig．3，　Mapping　image　of　cultivated　dental　pulp

　　　cells　for　8　weeks　of　cultivation，

　　　a：secondary　electron　image，　b：Ca，　c：P

　　　（case　Nα4，7　passages）

ザーの二次電子像で分析したところnodule形

成部位で不透過像が確認された（Fig．3a）。同

一部位のCaのマッピング像を調べたところ，

Caはnodule内にのみ高レベルで検出された

（Fig．3b）。一方，　PはCaより微量であった

が，nodule内よりnodule辺縁部に多く検出さ

れた（Fig．3c）。

4．BMPと骨基質蛋自質の免疫組織化学的検

索

　培養4週後の免疫組織化学染色では，細胞集

族部はBMP－2，　BMP－4の両方に陽性を示し

た（Fig，4c，　f）。また，細胞質にBMP－2および

BMP－4に明らかな陽性を示す細胞が認められ

た（Fig．4a，　b，　d，　e）。

　培養4週と8週後におけるBMP－2および

BMP－4陽性nodule数を計測し，統計分析し

た結果（Table　2），培養4週後においてBMP－

2陽性nodule数は28．75±3．77個，　BMP－4陽性

nodule数は16．75±4．57個であり，両者間に有

意差が認められた（P〈0．01）。また，BMP－2陽

性nodule数とBMP－4陽性nodule数は培養

4週から8週にかけて顕著に増加し，培養8週

後ではBMP－2陽性nodule数は142．67±25．32

個，BMP－4陽性nodule数は140．00個とほぼ同

数になった。

　また，培養4週後の歯髄細胞のnodule部に

おいて，骨基質中に含まれる非コラーゲン性蛋

白質の免疫組織化学染色の結果，nodule部に

はosteonectin（Fig，5a）とosteocalcin（Fig．

5b）が陽性で，　OB－cadherin（Fig．5c）は陰

性であった。

5．Nodule形成におよぼすTNF一αの影響

1）免疫組織化学的検索

　培養4週後および8週後の歯髄細胞にっいて

TNFα添加群と非添加群では，　BMP－2と
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Fig，4．　Irnmunohistochemical　staining　for　BMP－2（a，　b，　c）and　BMP－4（d，　e，　f）in　cultivated　dental　pulp

　　　cells　at　4　weeks　of　cultivation．　a，　b　l　The　cytoplasm　of　pulp　cells　is　positive　for　BMP・2．　c：A

　　　nodule　is　positive　for　BMP－2．　d，　e：The　cytoplasm　of　pulp　cells　is　positive　for　BMP－4．　f：Nodules

　　　are　positive　for　BMP－4．

　　　a，c，　d，　f：x100，　b，　e：x400（case　Nα5，6passages）

Table　2．　The　number　of　BMP－positive　nodules　in　the　absence　and　presence　ofTNF一αat　4　and　8　weeks

　　　of　cultivation．

Cuhivatk）n　perk）d

　　（W）

Number　of　BMP－2　pos冠ive　nodules

　　　　　TNF一α

N㎜』rof　BMP4叩s栢ve　nodules

　　　　　TNF一α
（一） （＋） （一） （＋）

4

8

28．75±3．77　　　　　17．75±5．56

　（n＝4）　　　　（r4）

　　L＿＿＊＿＿1
　　L＿＿＿＿＿＿＊＊

142．67±25．32

　（n＝3）

76．67土21．73

　（n＝3）

16．75±457

　（n＝4）

140．00

（n＝2）

25．25±12．28

　（n＝4）

168．50

（n＝2）

Statistically　significant＊：P〈0．05，＊＊：P＜0．01

BMP－4の免疫組織化学的染色性に違いはみら

れなかった。TNF一αを添加した場合，　BMP－2

陽性nodule数は培養4週後（P＜0．05）と培養

8週後ともに減少した。一方，BMP－4陽性

nodule数は培養4週後において増加したが，

培養8週後においてはやや増加した（Table
2）。

2）RT－PCR法による検索

　培養4週後の歯髄細胞からcDNAを作製し，

PCRを行った。その結果，　TNF一α添加によっ

てBMP－2　mRNA発現は減少し，　BMP－4

mRNA発現が増加した（Fig．6）。この結果は

前述の培養4週後におけるBMP－2あるいは

BMP－4陽性nodule数の計測結果と一致した。

　また，培養4週後の歯髄細胞において既に

TGFβ2の発現が認められ，培養8週後ではそ

の発現は培養4週後よりもさらに増強していた

（Fig．7）。

考 察

　胎生期歯乳頭由来の培養細胞や成人の第三大

臼歯の健康な歯髄組織由来の培養線維芽細胞な

ど歯周炎に罹患していない歯に由来する歯髄細

胞が仇〃仇oにおいて石灰化能を現し，石灰化

結節（mineralized　nodule）を形成することは

既に報告されている9）。本実験における培養歯

髄細胞も細胞集族部としてnoduleを形成し，

これらのnoduleは最終的に石灰化した。すな

わち，歯周炎罹患歯の歯髄組織由来の培養細胞

もまた石灰化物を形成することが明らかになっ

た。

　培養系において歯髄細胞と近似した石灰化能
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Immunohistochemical　stairling　for　non－collagenous　bone　matrix　proteins　in　cultivated　dental
pulp　cells　at　4　weeks　of　cultivation．　a：osteonectin，　b：osteocalcin，　c：OB－cadherin，　d：negative

control（x　350，　case　No．7，9　passages）

TNF一α

M（一）（十）（一）（十）（一）（十）

←346bp
←239bp
←196bp

　　一一一　　　GAPDH　BMP－2　BMP－4

Fig、6．　RT－PCR　for　BMP－2　and　BMP－41nRNA

　　　expression　by　TNFα　stimulation　in
　　　cultivated　denta］pulp　cells　at　4　weeks．

　　　（case　No．4，7　passages）

TGF一β2

G3PDH

M　4W　8W

←450bp

←452bp

Fig．7．　RT－PCR　for　TGF一β2　mRNA　expression

　　　in　cultivated　dental　pulp　cells　at　4

　　　weeks　and　8weeks．　（case　　No．4，　7

　　　passages）

を有するマウス骨芽細胞様細胞（MC　3　T　3－E

l）は，線維芽細胞様であり，コンフルエント

後は骨基質を産生・分泌し，結節部に石灰化が

おこる。また，コラーゲン線維を産生し線維間

に基質小胞を分泌し，ハイドロキシアパタイト

がこの小胞に沈着し，石灰化が始まる．‘。すな

わち，MC　3　T　3－E　1細胞は膜性骨化と同様な

石灰化を示す。したがって，本実験の歯髄細胞

の石灰化物形成過程は，少なくともコラーゲン

合成・マトリックスの産生分泌までは膜性骨化

と同様なメカニズムによるものと推察される。

そして，その後，結節内に細胞を封入したまま，

同部にカルシウムの沈着が起こったものと考え

られた。また，この石灰化の過程では骨小胞や



培養歯髄細胞におけるBMP発現とTNF覗の影響

骨細胞の封入などは見られなかった。

　歯髄組織内の石灰化物は象牙粒と，びまん性

の石灰化物に分けられる7122）。象牙粒には象牙細

管と象牙芽細胞を伴う真性象牙粒とこれらの構

造をもたない粒状の石灰化物である仮性象牙粒

の両者がある。本実験で観察された石灰化物に

は骨組織の層板構造も象牙質の特徴である象牙

細管も見られなかったが，球状の形態をしてお

り，形態的には仮性象牙粒を思わせた。About

ら12）は歯髄由来の培養細胞が象牙質基質を産生

すると報告した。本実験において，nodule形成

に関わる周囲の細胞はosteonectin陽性であっ

たが，一方で骨芽細胞に特異的に検出される

OB・cadherinは陰性であり，またRT－PCRに

よるTGFβ2　mRNAの発現という象牙芽細

胞の形質を表現しており，象牙芽細胞様細胞に

分化したことが推察された。

　1965年Urist23）は脱灰骨からの抽出物を筋組

織内あるいは皮下組織に埋植するとその部位に

骨あるいは軟骨組織が形成されるという現象を

見いだした。1988年Wozneyら24）により，

BMP－2，　BMP－3，　BMP－4の遺伝子が初めて

報告された。現在では30種類ものBMPファミ

リー蛋白質が同定されており，TGF召やアク

チビンなどと共に，その構造の相同性に基づい

てTGFβスーパーファミリーに分類されてい

る25・26）。BMP－2とBMP－4は強力な異所性骨誘

導活性を有するが，この他に発生期の形態形成

や生体機能の調節に重要な役割を果たしている

ことが明らかになっている。歯髄の細胞が

BMPを発現していることは報告されてお
り14’27），本研究においても培養4週後および8

週後で培養歯髄細胞の細胞質およびnodule内

にBMP－2とBMP－4の発現が確認された。

Nakashimaら14）はBMP－4はα1（1）コラー

ゲンmRNAを増加させることから細胞基質蛋

白の合成を調節し，BMP－2はosteocalcin合

成を増加させたことから歯髄細胞の象牙芽細胞

への分化誘導を調節すると考えた。本実験の結

果でもBMP・2発現がBMP－4発現より早く見

られたことからBMP－2による歯髄細胞の象牙
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芽細胞様細胞への分化が起こり，その後BMP－

4発現により基質成分の産生が増強されたので

はないかと考えられた。

　TNF覗は歯周炎の発症と進展において必須

の因子であり，また関節リウマチなどの炎症性

病変や閉経後の骨粗髪症の鍵となる因子でもあ

る。TNF覗は骨組織の微細環境でも産生され，

骨芽細胞や破骨細胞に多様な作用を与えること

が報告されている28）。TNF覗はDNA合成，コ

ラーゲン合成阻害29），osteocalcin遺伝子発現の

阻害3》，そしてプラスミノゲンアクチベーター

やマトリックスメタロプロテアーゼ31），イン

ターロイキン（IL－632），　IL－1β33））の合成促進な

どの作用を骨系細胞やマクロファージなどに及

ぼす。さらに，BMP－2とBMP－4のアルカリ

フォスファターゼ誘導活性がIL□β刺激に

よって充進しTNF唯刺激で阻害されることが

わかり34），BMPの骨形成誘導作用が免疫／炎

症性サイトカインによって調節されることが示

されている。

　本実験で，RT－PCRによるBMP－2やBMP－

4の遺伝子発現と免疫組織化学的染色結果か

ら，TNFαはBMP・2mRNAの遺伝子発現を

減少させ，TNF一α刺激によってBMP－2の

down・regulationが起こることが明らかに

なった。

　一方，本実験でTNFαはBMP－4mRNAの

発現を充進させた。ヒトMeningiomaにおい

て異所性の石灰化物であるPsammoma　body

が知られているが，　このMeningioma　tissue

はBMP－2mRNAを発現しておらず，　BMP－4

mRNAを発現していた35）。　Psammoma　body

に関する研究は石灰化の過程にはBMP－4が関

与していることを示唆している。歯周炎の炎症

部位に局在するTNFαがどのような経路で歯

髄細胞に作用するのかは明らかにされていない

が，TNFαによるBMP－4のup－regulationは

歯周炎罹患歯にみられる石灰化物形成刺激のひ

とっと考えられる。
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結 論

佐藤　貴彦

　歯周炎患者から採取した歯髄組織由来の培養

細胞を検索対象として，その石灰化現象と

BMPとの関連，炎症性サイトカインTNF一αの

及ぼす影響を検討したところ，以下の結論を得

た。

1．培養歯髄細胞は培養4週後でnoduleを形

　成し，培養8週後でnoduleの石灰化が確認

　された。

2．石灰化に至る前の段階でnoduleはalcian

　blue，　BMP－2，　BMP・4，0steonectin，　osteoca・

　lcin陽性を示し，それらが歯髄石灰化現象に

　おいて重要な役割を果たしていると考えられ

　た。

3．TGFβ2の遺伝子発現が認められ，培養歯

　髄細胞に象牙芽細胞様細胞への分化が示唆さ

　れた。

4．TNF一αはBMP’2発現を抑制する一方，

BMP－4発現を増加させ，歯周炎罹患歯にお

　ける石灰化充進の刺激となっている可能性を

推察させた。
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