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本研究の内容は下記の学術雑誌に投稿中である。 

Ca2+ stimulates the expression of BMP-2 in KCOT fibroblasts 

Y. Yahara, Y. Kubota*, Y. Mori 

Journal of Dental Research 

  



 

 

2 

目次 

略語表 ................................................................................................................ 3 

要旨 .................................................................................................................... 5 

緒言 .................................................................................................................... 7 

材料と方法 ....................................................................................................... 10 

結果 .................................................................................................................. 17 

角化嚢胞性歯原性腫瘍における高濃度 Ca²⁺刺激と BMP-2 mRNA 発現について 

KCOTFs における Ca²⁺誘発 BMP-2 mRNA 発現の細胞内シグナル伝達について 

KCOTFs における Ca²⁺誘発 BMP-2 mRNA 発現に対する PGE2の影響 

歯肉由来線維芽細胞に対する高濃度カルシウム刺激の影響 

考察 .................................................................................................................. 32 

謝辞 .................................................................................................................. 38 

References ....................................................................................................... 39 

 

 

 



 

 

3 

略語表 

BMP bone morphogenetic protein 

[Ca²⁺]o  細胞外 Ca²⁺ 

CaSR calcium-sensing receptor  

COX-2 cyclooxigenase-2 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2 

FCS fetal calf serum  

IL-1α interleukin 1-alpha  

Ins ( 1,4,5 ) P3 inositol 1,4,5-trisphosphate  

JNK c-jun N-terminal kinase  

KCOT keratocystic odontogenic tumor  ( 角化嚢胞性歯原性腫瘍 )  

KCOTFs keratocystic odontogenic tumor fibroblasts 

（角化嚢胞性歯原性腫瘍由来線維芽細胞） 

MAPK mitogen-activated protein kinase  

NF-κB nuclear factor-kappa B  

PBS  phosphate buffered saline  
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PGE2 prostaglandin E2  ( プロスタグランジン E2  )  

PKA protein kinase A 

PKC protein kinase C 

PLC phospholipase C 

RANKL receptor activator of nuclear factor κB ligand 

SDS sodium dodecyl sulfate  

SEM standard error of the mean  ( 標準誤差 ) 

TNF tumor necrosis factor  
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要旨 

当分野ではこれまでに角化嚢胞性歯原性腫瘍 ( keratocystic odontogenic 

tumors ,  KCOTs ) より分離された線維芽細胞 ( KCOT 由来線維芽細胞：

KCOTFs ) がカルシウム感知受容体 ( calcium-sensing receptor , CaSR ) を発

現し、細胞外 Ca²⁺ ( [Ca2+]o )  濃度の上昇によってシクロオキシゲナーゼ 2 

( cyclooxygenase-2, COX-2 mRNA ) の発現が増強し、その結果プロスタグラン

ジン E2 ( prostaglandin E2 , PGE2  ) の分泌が増加することを明らかにしてき

た。最近、結腸筋上皮線維芽細胞において、 [Ca²⁺]o 濃度依存性に CaSR を介

して bone morphogenetic protein-2 ( BMP-2 )  の分泌増加が起こることが報

告された。そこで、本研究では [Ca²⁺]o が KCOTFs の BMP-2 mRNA 発現に

どのような影響を及ぼすかについて、real-time PCR、 ELISA 法、western 

blotting を用いて検討を行った。その結果、下記のような知見を得た。 

１）高濃度  [Ca²⁺]o  と  CaSR agonist である neomycin は  KCOTFs の  

BMP-2 mRNA およびそのタンパクの発現を増大させた。  

２）PLC 阻害剤である U-73122 と PKC 阻害剤である staurosporin は Ca²⁺ 

による BMP-2 mRNA 発現を減弱させたが、 KT5720 はこの発現に影響

を及ぼさなかった。 
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３）高濃度 [Ca²⁺]o は KCOTFs の ERK1/2、 p38 MAPK、 JNK のリン酸

化を増加させ、また NF-κB  p65 の核内移行を促進させた。 

４）ERK1/2、 p38 MAPK、 JNK および NF-κB それぞれの阻害剤である 

PD98059、 SB203580、 SP600125 および PDTC は、全て Ca²⁺ による 

BMP-2 mRNA 発現を阻害した。  

５）PGE2 は  KCOTFs の  BMP-2 mRNA 発 現 を 増 大 さ せ た が 、 

indomethacin は  Ca²⁺ による BMP-2 mRNA 発現に対して有意な影響

を与えなかった。 

以上より、で高濃度 [Ca²⁺]o は KCOTFs の CaSR を刺激し、 ERK1/2、 

p38 MAPK、 JNK および NF-κB の活性化を介して、高濃度 [Ca²⁺]o によっ

て発現される PGE2 とは関係なく、 BMP-2 の発現を増大させると推測された。

よって、KCOT 周囲の骨近傍に存在する KCOTFs は BMP-2 を介して KCOT

周囲での骨代謝制御に関与している可能性が示唆された。 



 

 

7 

緒言 

 角化嚢胞性歯原性腫瘍 ( keratocystic odontogenic tumor ,  KCOT ) は、過

去においては歯原性嚢胞として分類されていた疾患であるが、他の歯原性嚢胞

に比して、より骨基質を破壊して顎骨内で増大し、また再発傾向も高いため、

2005 年の WHO 分類より良性腫瘍に分類されている。過去に当分野では、 

KCOT の裏層上皮細胞は陽圧刺激によって炎症性サイトカインである 

interleukin ( IL ) - 1α を分泌し、これが KCOT 由来線維芽細胞 ( KCOTFs ) を

刺激して matrix metalloproteinases-2 ( MMP-2 ) の発現を増加させるととも

に prostaglandin E2  ( PGE2 ) の産生を促進し、その結果、骨基質の破壊と破

骨細胞の分化に影響を与えることによって腫瘍周囲の骨破壊に関与している可

能性があることを報告してきた ( Kubota 2002, Ninomiya 2002, Oka, 2005; 

Ogata, 2007 ) 。しかし、この腫瘍の発育増大機構に関しては未だ不明な点が多

く、十分には解明されていない。 

 bone morphogenetic proteins ( BMPs ) は transforming growth factor β ス

ーパーファミリーに属するタンパク質の１つで、胎生期の骨形成、軟骨成長、

骨のリモデリング及び骨修復といった様々な機能に関与することが知られてい

る。 BMP-2 は BMP ファミリーの中で最も幅広く研究されているタンパクの

一つで、骨芽細胞系列の細胞の分化や成熟を促進することが示されている 
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( Hanada, 1997; Noth, 2003 ) 。他方、 BMP-2 は破骨細胞前駆細胞の分化を

直接的に促進することや ( Jansen, 2010 ) 、骨芽細胞の成熟を促進することに

より、間接的に破骨細胞分化誘導を促進することも示されている ( Tachi, 

2010 ) 。よって 、BMP-2 は骨形成あるいは骨融解を制御することによって骨

の病理学的および生理学的な制御において重要な役割を担っていると考えられ

る。 

 カルシウム感知受容体 ( CaSR ) は、牛の副甲状腺ホルモンとしてクローニン

グされた 7 回膜貫通型 GTP-結合蛋白受容体であり、ヒトにおいても副甲状腺

や腎臓など多数の器官においてその存在が知られている。細胞外 Ca2+  

( [Ca2+]o ) によって CaSR が刺激された場合、 CaSR は phospholipase C 

( PLC ) を活性化し、 inositol 1,4,5-trisphosphate  ( Ins ( 1,4,5 ) P3 ) を産生

して protein kinase C ( PKC ) を活性化する ( Brown, 1993; Tfelt-Hansen, 

2005 ) 。 CaSR の病理学的あるいは生理学的機能については、甲状腺ホルモ

ンの合成や分泌の調節 ( Tfelt-Hansen, 2005 ) や腎臓の遠位尿管でのカルシウ

ム再吸収の調節 ( Riccardi, 1998 ) などに関与していることが過去に報告され

ている。当分野では以前、 KCOTFs は CaSR を発現しており、 CaSR を介

して高濃度の細胞外 Ca²⁺  ( [Ca²⁺]o ) 刺激により IL-1α とは関係なく PGE2 

の分泌を促進することを報告した( Ogata, 2006 ) 。 PGE2 は破骨細胞形成 
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( Chikazu, 2002; Tsutsumi, 2009; Take, 2005 ) や骨芽細胞分化 ( Chikazu, 

2002; Minamizaki, 2009 ) などに影響を及ぼすため、 KCOT では腫瘍周辺の

線維芽細胞にける CaSR を介した骨代謝制御機構が存在する可能性が考えら

れる。 

 現在、 BMP-2 と PGE2 の間には密接な関係があることが示唆されているが、

その関係は非常に複雑で十分には解明されていない。間葉系幹細胞では PGE2 

によって BMP-2 の発現が増強されるとする報告がある一方( Arikawa, 2004 ) 、

ヒト骨肉腫 cell line やラット頭蓋冠の細胞においては、 PGE2 刺激によって 

BMP-2 発現が抑制されるとの報告もある( Virdi, 1998; Minamizaki, 2009 )。

最近、ヒト結腸筋上皮線維芽細胞において [Ca²⁺]o 濃度依存性に CaSR を介し

て BMP-2 が分泌されることが報告された ( Peiris, 2007 ) 。これらの報告から、

骨から遊離した Ca²+ が KCOTFs の CaSR を刺激し、 KCOTFs が PGE2 

だけでなく BMP-2 も分泌することで骨代謝に影響を及ぼすのではないかと仮

説を立てた。 

そこで、本研究ではこの仮説を証明するために、 Ca²⁺ 刺激によって、 

KCOTFs が CaSR を介して BMP-2 発現を増強させるか否かを組織生検の

際に得られた組織の一部を用いて検討した。 
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材料と方法 

試薬 

ウサギ抗ヒト polyclonal p-38 mitogen-activated protein kinase  ( MAPK )、 

ウサギ抗ヒト monoclonal phospho-p38 MAPK、 ウサギ抗ヒト monoclonal 

c-jun N-terminal kinase ( JNK )、ウサギ抗ヒト  monoclonal nuclear 

factor-kappa B ( NF-κB )  p65 の抗体は、 Cell  Signaling Technology, Inc.  

( Danvers, MA, USA ) より購入した。ウサギ抗ヒト polyclonal phospho-JNK、 

ウサギ抗ヒト polyclonal extracellular signal-regulated kinase  ( ERK ) 1/2、 

マウス抗ヒト monoclonal phospho-ERK1/2 は Millipore Co.  ( Temecula, CA, 

USA ) より購入した。 ウサギ抗ヒト polyclonal CaSR 抗体は Thermo Fisher 

Scientific. ( Waltham, USA ) より購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium  ( DMEM ) 、 neomycin、 KT5720、 PDTC は Sigma Chemical Co.  

( St Louis, MO, USA ) より購入した。 U-73122、 staurosporin、 PD98059、 

SB203580、 SP600125 は Biomol Research Laboratories Inc.  ( Plymouth 

Meeting, PA, USA ) より購入した。 

 

細胞培養 

KCOT 及びヒト正常歯肉より分離された線維芽細胞は、当分野の過去の研究
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と同様に、九州大学病院倫理審査委員会で承認されたプロトコールに従い、同

意を得た患者の生検組織より採取した( Kubota, 2002; Oka, 2005; Ogata, 

2006 ) 。 約 1 mm³ に細割した組織片を 10% 非働化仔牛血清及び抗菌薬 

( 100 IU/ml penicillin、100 g/ml streptomycin ) 含有 DMEM 中にて 95% 空

気、5% CO2、37℃の条件の下に、プラスチック培養皿 ( Becton, Dickins and 

company, Franklin Lakes, NJ USA ) 上で培養した。この培養法により上皮細

胞と線維芽細胞が 1 週間以内に組織片周囲に現れ、上皮細胞の混在は 2~3 回の

継代操作によってほぼ消滅した。線維芽細胞はコンフルエントになるまで培養

した後、血清非含有の DMEM ( 1.8 mM Ca²⁺ ) 中で 37ºC、12 時間予備培養し

て実験に用いた。 

 

免疫細胞化学的染色 

 カバーガラス上に播種した培養細胞を 10% FCS 含有 DMEM で 24 時間培

養後、2% パラホルムアルデヒド溶液で室温にて 15 分間固定した。続いて、0.1%  

Triton X-100 ( Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA ) 含有 PBS にて 20 分間前

処理し、その後ヤギ正常血清でブロッキングを行った。これにウサギ抗ヒトポ

リクローナル CaSR 抗体 ( Thermo Fisher Scientific., Waltham, USA ) を加

えて室温で 1 時間反応させた。二次抗体として ENVISION+ (Dako, Glostrup, 
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Denmark ) を加えて 室温 で 1 時 間 処理し 、 FUSION SUBSTRATE 

CHROMOGEN (Dako, Glostrup, Denmark ) にて発色させた。 

 

Quantitative Real-time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

( qRT-PCR )  

径 100 mm 培養皿内の細胞を phosphate buffered saline ( PBS ) にて洗浄

後、 TRIZOL® 1mL を加えて室温で 5 分間放置した。その後、クロロホルム

200 μl を加えて 15 秒間激しく攪拌し、室温で 3 分間放置後、4℃、14,500 rpm 

で 15 分間遠心し、 RNA を含む水層約 500 μl を採取した。この水溶液にイソ

プロピルアルコール 500 μl を加えて混合し、室温で 10 分間静置して RNA を

沈殿させた。その後、4℃、14,500 rpm で 10 分間遠心し、上清を除去した後、

75%エタノール 1 ml で沈殿物を洗浄した。次に、4℃、11,500 rpm で 5 分間

遠心し、沈殿物を回収した。この沈殿物を室温で約 8 分間乾燥させ、超純水 20 

μl に溶解した。さらに、60℃で 10 分間加温し、3 分間氷冷した。cDNA を合

成するため、total RNA 3 g 、 40U / l Recombinant RNasin®Ribonuclease 

Inhibitor ( Promega, Madison, USA )  1 l 、pd (  T  ) 12-18 0.5 μg、250 mM 

トリス塩酸塩  ( pH8.3 ) 、375 mM KCl および 15 mM MgCl2 を含む 5×反応

緩衝液 4 l、100 mM dithiothretiol を 2 l、200 U/l の SUSPERSCRIPTTM
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Ⅱ Rnase H-Reverse Transcriptase  ( Life Technologies, Rockville, USA ) 0.5 

l 加えて合計 20 l とし、42℃で 1 時間インキュベートした。その後、95℃で

5 分間加温して酵素を失活させ、直ちに氷冷した。これを 50 ~ 100 倍に希釈し、 

mRNA の解析に用いた。 

リアルタイム PCR は、 LightCycler FastStart DNA Master SYBER Green 

1kit ( Roche Diagnotics, Mannheim, Germany ) を用いて行った。プライマー

は、BMP-2 が 5'-CAACCATGTCCTGATAGTTCT-3' 及び 

5'-GGACACGCCAACCATCCATT-3'  ( NIHON GENE RESEARCH 

LABORATORIES Inc. , Sendai, Japan)  -actin が 

5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3', 及び 

5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3' ( Oka, 2005; Ogata, 2006 ) であっ

た。反応条件は、熱変性は95℃ で、1サイクル目は10 分間、2サイクル目以降

は10 秒間行った。アニーリング／伸長反応は BMP-2 は 63℃、 -actin は 

62℃ で10 秒、72℃ で10 秒間とし、蛍光測定は伸長反応毎に行った。すべて 

45 サイクルの増幅を行い、定量化には LightCycler Software Version 3.5 

( Roche Diagnotics, Mannheim, Germany ) を用いた。また、BMP-2 mRNA の

発現量は、-actin mRNA の発現量との相対比で表した。 
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Western Blotting 

各実験後、 培養皿から培養液を吸引除去し、ただちに液体窒素上で細胞を凍

結した後、 sodium dodecyl sulfate ( SDS )  4 g / 100 ml を含む、0.5 M Tris 

( pH 6.8 ) 25%、Glycerol 20%、2-mercaptoethanol 5% の×2 SDS sample buffer

によって細胞を融解し、4℃、15,500 rpm で 30 分間遠心した後、その上清をサ

ンプルとして用いた。 

サンプルを 12% SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、20% メタノー

ル / 20 mM トリス / 150 mM グリシン ( PH 8.8 ) 溶液内で、ニトロセルロ

ース紙に 80 V で 5 時間転写した。抗体のニトロセルロース紙への非特異的結

合を避けるため、まずニトロセルロース紙を 5% 牛血清アルブミンを含む Tris 

buffered saline with Tween-20 ( TBST ) [ 150 mM 塩化ナトリウム / 10 mM  

トリス塩酸緩衝液 ( pH 8.0 ) / 0.1 %  Tween-20 ] で 1 時間、前処理した。そ

の後 ウサギ抗ヒト p-38 MAPK  ( 1:500 ) 、ウサギ抗ヒト phospho-p38 

MAPK 抗体 ( 1:500 ) 、ウサギ抗ヒト JNK 抗体 ( 1:500 ) 、ウサギ抗ヒト 

phospho-JNK 抗体 ( 1:50 ) 、ウサギ抗ヒト ERK1/2 抗体   ( 2  μg / ml ) 、

マウス抗ヒト phospho-ERK1/2 抗体  ( 1 μg / ml ) 、ウサギ抗ヒトNF-κB p-65 

抗体 ( 1:1000 ) で 4℃、12 時間反応させた後、 HRP 標識二次抗体で室温 1

時間反応させた。各反応終了後は TBST で 5 分間 × 2 回ずつ洗浄した。その
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後、 ECL ウエスタンブロッティング検出システム (  Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway, NJ, USA  ) で発光させ、化学発光検出システム 

(  ChemiDoc XRS-J, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA ) を用いて検出後、 

Quantity One software  ( Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA  ) を用いて

解析を行った。 

 

BMP-2 タンパク濃度の測定 

 KCOTFs を 1.8 mM Ca²⁺ あるいは 5 mM Ca²⁺ を含む血清非含有 DMEM 

中で 48 時間培養した後、培養皿より細胞を剥離し、2 分間超音波ソニケーター

にて破砕した。細胞は 4℃、10 分間、3,000 rpm で遠心分離し、その上清を 

ELISA 法で測定した。上清中の BMP-2 の濃度は、 enzyme immunoassay kit 

を使用し、プロトコールに従い行った( Assay Designs Inc., Ann Arbor, USA ) 。 

BMP-2 の standard sample を段階的に希釈し、検量線を作成した。このシス

テムでは最小 7.81 pg/ml から 最大 1,000 pg / ml まで計測可能であった。マイ

クロプレートリーダー  ( Bio-Rad Model 680, Hercules, USA ) を用い、波長

450 nm で吸光度を測定した。 
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細胞核および細胞質分離 

細胞質と細胞核の分離は、NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

Reagents ( Thermo scientific, Rockford, USA ) を用いて行った。Cytoplasmic 

Extraction Reagent に融解し遠心分離し、上清を細胞質分画として、また、沈

殿物を Nuclear Extraction Reagent に融解し遠心分離した上清を核抽出分画

として用いた。 

 

統計処理 

 データは平均値 ± 標準誤差 ( SEM ) で表し、検定法は Mann-Whitney 

U-test を用いた。統計処理は SPSS software for windows Version 19  ( SPSS 

Inc., Chicago, USA )  を用いて行い、 P<0.05 を有意差ありと判定した。  
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１．KCOTFs における CaSR の発現 

KCOTFs を抗 CaSR 抗体で免疫細胞化学的染色したところ、 KCOTFs の

細胞膜、細胞質ともに強く染色された。これにより KCOTFs 上に CaSR が発

現していることが示された ( 図 1A ) 。  

 

２．KCOTFs における Ca²⁺ 刺激の BMP-2 mRNA 発現への影響 

KCOTFs にて  BMP-2 mRNA の発現に対する細胞外 Ca²⁺  の影響を 

real-time PCR にて調べた。KCOTFs を 1.8 mM Ca²⁺ 含有 DMEM 中で培養

したところ、 BMP-2 mRNA の弱い発現を認めた。しかし、 KCOTFs を 5 mM   

Ca²⁺ で刺激したところ、 BMP-2 mRNA の発現は経時的に増大し、7 時間の 

Ca²⁺ 刺激後では、無刺激の KCOTFs と比してその発現量は 7.6  2.1 倍 

( n=5 ) と有意に増加した。また、 BMP-2 mRNA の発現は CaSR のアゴニス

トである Neomycin ( 0.3 mM ) によっても同様に有意な増大が認められた 

( 4.3 ± 2.1 倍 ( n=4 ) )  ( 図 1B ) 。 
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３．KCOTFs における Ca²⁺刺激の 細胞内 BMP-2 タンパク濃度への影響 

KCOTFs における細胞内 BMP-2タンパク濃度に対する細胞外Ca²⁺ の影響

を ELISA 法にて調べた。KCOTFs を 1.8 mM Ca²⁺ 含有 DMEM 中で 48 時

間培養したところ、細胞内の BMP-2 タンパク濃度は 31.6 ± 2.9 pg / ml  ( n=3 ) 

であった。一方、5 mM Ca2+含有 DMEM 中で培養したところ、その BMP-2 濃

度は 57.1 ± 16.4 pg / ml ( n=3 ) に上昇した。しかし、両者の値の間に統計学的

な有意差は認められなかった ( 図 1C ) 。 
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結果 2 

KCOTFs における Ca²⁺ による BMP-2 mRNA 発現の 

細胞内シグナル伝達について 
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１．KCOTFs における Ca²⁺ 刺激時の PLC 及び PKC 活性化について 

 Ca²⁺ 刺激による KCOTFs の BMP-2 mRNA 発現において、 PLC および 

PKC の関与の有無を明らかにするため、 PLC 阻害剤である U-73122 と 

PKC 阻害剤である staurosporin の影響を real-time PCR にてそれぞれ観察

した。5 mM Ca²⁺ 刺激による BMP-2 mRNA 発現は、5 mM Ca2+ 刺激前に 

U-73122  ( 10 M ) または staurosporin ( 2 M ) で 1 時間前処理すると、前

処理しなかった場合と比較して、それぞれ 0.13 ± 0.03 倍 ( n=3 ) と 0.02 ± 

0.01 倍 ( n=3 ) に有意に阻害された。一方、 protein kinase A ( PKA )  の 阻

害剤である KT5720 ( 10 M ) での前処理は Ca²⁺ 刺激による BMP-2 mRNA 

発現に影響を与えなかった ( 図 2 ) 。 
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２． KCOTFs における Ca²⁺ 刺激時の細胞内シグナル伝達について 

 KCOTFs における CaSR を介した Ca²⁺ 刺激による BMP-2 mRNA 発現

での細胞内シグナル伝達経路を明らかにするために、 ERK1/2、 p38 MAPK お

よび JNK のリン酸化を western blotting 法にて検討した。 KCOTFs を 5 

mM Ca²⁺ によって刺激すると、刺激後 15 分で最大となる ERK1/2、 p38 

MAPK および JNK のリン酸化がみられた ( 図 3A ) 。次に、 NF-κB p65 の

核内移行を調べたところ、刺激前の細胞質分画には p65 が認められ、5 mM 

Ca²⁺ 刺激後もその量には大きな変化は認められなかった。一方、核抽出分画で

は、刺激前では p65 は認められなかったが、刺激後 30 分後には核抽出分画に

認められた ( 図 3B ) 。 KCOTFs を ERK kinase、p38 MAPK、JNK、お

よび NF-κB それぞれの特異的阻害剤である PD98059（20 M）、SB203580 

（20 M）、 SP600125（40 M）、PDTC（20 M）で 1 時間前処理することに

より 5 mM Ca²⁺ 刺激による BMP-2 mRNA の発現は前処理しなかった場合

と比較して、0.35 ± 0.23、0.20 ± 0.05 倍 ( n=3 ) , 0.45 ± 0.12 倍 ( n=3 ) 、及

び 0.40 ± 0.08 倍 ( n=3 )  と、それぞれ有意に阻害された ( 図 3C ) 。 
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結果 3 

KCOTFs における Ca²⁺ による  

BMP-2 mRNA 発現に対する PGE2 の影響 
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KCOTFs の BMP-2 mRNA 発現における PGE2 と indomethacine の影響 

 KCOTFs において PGE2 の BMP-2 mRNA 発現に対する影響と、 Ca²⁺ に

よって発現誘導される PGE2 の BMP-2 mRNA 発現に対する影響について 

real-time PCR にて検討した。KCOTFs を 10 M PGE2 によって 7 時間刺激

すると、BMP-2 mRNA の発現は、1.8 mMCa²⁺ 含有無血清 DMEM によるコ

ントロールに比べて 5.6 ± 0.9 倍 ( n=4 ) と有意に増大した。しかし、1 M 

indomethacin による 10 分間の前処理を行い、 Ca²⁺ による PGE2 発現を阻

害しても、 KCOTFs における 5 mM Ca²⁺ による BMP-2 mRNA の発現は有

意な影響を受けなかった ( 図 4 ) 。 
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結果４ 

歯肉由来線維芽細胞に対する 

高濃度カルシウム刺激の影響  
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歯肉由来線維芽細胞における Ca²⁺刺激による BMP-2 mRNA 発現 

Ca²⁺ による BMP-2 mRNA 発現誘導が KCOTFs に特異性であるか否かを

検討するため、 KCOTFs と同様にヒト歯肉より線維芽細胞を分離し、 BMP-2 

mRNA 発現に対する細胞外 Ca²⁺ の影響を real-time PCR にて調べた。その

結果、歯肉由来線維芽細胞を 1.8 mM Ca²⁺ 含有 DMEM 中で培養したとこ

ろ、 BMP-2 mRNA の弱い発現を認め、 5 mM Ca²⁺ で 7 時間刺激すると、

その発現量は 15.1 11.42 倍 ( n=3 ) と有意に増大した ( 図 5 ) 。 
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考察 

線維芽細胞における BMP-2 発現に関する過去の報告では、歯周靭帯、歯肉

及び滑膜より分離された線維芽細胞において、成長ホルモン、 IL-1β 、 tumor 

necrosis factor -α ( TNF-α ) 、血小板由来増殖因子、インシュリン由来増殖因子

などによって BMP-2 が発現増大することが報告されている ( Haase, 2003, 

Ivanovski, 2001, Lories, 2003 ) 。また、免疫組織学的研究においても歯胚、歯

原性腫瘍、関節炎患者滑膜などの組織中に BMP-2 が発現していることが明らか

にされている ( Haase, 2003, Ivanovski, 2001, Lories, 2003 ) 。このことから、

様々な組織における線維芽細胞は BMP-2 を発現させているのではないかと考

えられる。本研究では、 KCOTFs を高濃度 [Ca²⁺]o で刺激すると、結腸筋上

皮線維芽細胞での報告と同様に、 BMP-2 mRNA および細胞内 BMP-2 濃度が

増加することが明らかになった。最近の研究結果では、 Ca²⁺ 刺激によるBMP-2 

mRNA の発現誘導は、ヒトの歯髄細胞では CaSR を介してではなく Ca²⁺ チ

ャンネルを介して起こるとの報告がある ( Tada, 2010 ) 。しかし当分野では、 

KCOTFs は CaSR を発現しており、 Ca²⁺ 刺激によって PLC と PKC の活

性化が起こることをすでに報告している( Ogata, 2006 ) 。本研究では、 1) 

KCOTFs が CaSR を発現していることを再確認し、さらに、 2) CaSR agonist 

である neomycin も BMP-2  mRNA の発現を増大させること、 3) PLC 阻
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害剤である U-73122  と PKC 阻害剤である staurosporin によって[Ca²⁺]o 

による  BMP-2 mRNA 発現が有意に阻害されるが、PKA 阻害剤である 

KT5720 では阻害されないことを示した。これらの結果から、KCOTFs では高

濃度 [Ca²⁺]o は細胞膜上の CaSR を刺激してPLCを活性化し、続いてPKC を

活性化させて BMP-2 mRNA を発現増強しているのではないかと推測された。 

 次に、この KCOTFs における CaSR を介した BMP-2 mRNA 発現におけ

る細胞内シグナル伝達について検討した。線維芽細胞における BMP-2 発現の

シグナル伝達に関しては十分解明されていない。最近、軟骨細胞における TNF-α 

による BMP-2 mRNA の発現に関する研究では、 p38 MAPK ( SB203580 , 

SB202190 )  と NF-κB  ( PDTC ) の各阻害剤によっては抑制されたが、 

ERK1/2 ( PD98059 ) 、 JNK ( SP600125 ) 、 PKC ( GF109203X )  の阻害剤

では抑制されなかったことから、p38 MAPK や NF-κB が関与している可能性

が示唆されている ( Fukui, 2006 ) 。また、骨芽細胞では、 Adiponectin によ

る BMP-2 mRNA 発現に p38 MAPK、 NF-κB、 5’-AMP-activated protein 

kinase ( AMPK ) が関与するとの報告もある ( Huang, 2010 ) 。本研究では、 

[Ca²⁺]o の濃度上昇によって p38 MAPK だけでなく ERK1/2 及び JNK の

リン酸化が亢進し、これらキナーゼの阻害剤である PD-98059、  SB-203580、 

SP600125 が、 KCOTFs における Ca²⁺ による BMP-2 mRNA 発現を有意に
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阻害することを示した。さらに本研究では、  KCOTFs において高濃度の 

[Ca²⁺]o 刺激によって p65 の核内移行が起こることも示した。 NF-κB 複合体

は  p65 と  p50 により構成される  heterodimer で、未刺激の細胞では 

inhibitor kappa B alpha  ( IκBα ) が NF-κB に結合し、 NF-κB を細胞質内

に保持している。 NF-κB の活性化因子が作用すると、 IκBα はリン酸化され、

リン酸化された IκBα は NF-κB を遊離する。そして、その遊離された NF-κB 

は核内に移行し、目標遺伝子の発現を調節することが明らかにされている

( Chen, 2004 ) 。 よって、 p65 の核内移行は間接的に NF-κB の活性化を意

味している。従って、本研究の結果からは KCOTFs では Ca²⁺ 刺激による 

BMP-2 発現は ERK1/2、 p38 MAPK、 JNK 及び NF-κB の活性化によって

調整されていると推察された。これらの MAPK や NF-κB のシグナル伝達経

路は相互に影響し合っているとの報告もあるため ( Berghe, 1998; Schwenger, 

1998 ) 、 KCOTFs における Ca²⁺ 刺激による BMP-2 発現における調節機序

を明確にするためにはさらなる解析を進める必要がある。 

 当分野では以前、 KCOTFs では高濃度 [Ca²⁺]o が CaSR を介して PGE２ 

の分泌を促進することを報告した ( Ogata, 2006 ) 。 BMP-2 と PGE2 は相互

に作用しあうとの報告があるが、その関係については十分解明がなされていな

い。つまり、 BMP-2 の発現が PGE2 によって増大するとの報告もあるが 
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( Arikawa, 2004 ) 、一方 BMP-2 の発現を PGE2 が抑制するとの報告もある 

( Virdi, 1998; Minamizaki, 2009 ) 。そこで、本研究ではPGE2 のBMP-2 mRNA

に対する影響について検討を行った。その結果、 KCOTFs において PGE2 は

BMP-2 mRNA の発現を増加させた。そこで、 Ca²⁺ によって誘導される PGE2 

の影響を排除するためインドメタシンによる前処理を行ったが、 Ca²⁺ による 

BMP-2 mRNA 発現はインドメタシンでは有意な影響を受けなかった。これら

の結果より、KCOTFs における Ca²⁺ による BMP-2 mRNA 発現は Ca²⁺ に

よって同じく誘導される PGE2 には影響を及ぼされていないことが示唆され

た。ただ、PGE2 以外の因子が Ca²⁺ によって誘導されないのか否かについて

は未だ検討を行っておらず、そのため本当に BMP-2 mRNA 発現が CaSR の活

性化によって直接誘導されたのかについては明らかではなく、今後の課題と思

われる。 

 KCOTFs では CaSR を高濃度 [Ca²⁺]o で刺激すると BMP-2 mRNA および

細胞内 BMP-2 濃度が増加したが、この現象が KCOTFs 特有のものであるか否

かを検討するため、正常ヒト歯肉より分離した線維芽細胞に対しても 5 mM  

Ca²⁺ 刺激を加え、 BMP-2 mRNA の発現を調べた。その結果、ヒト歯肉由来

線維芽細胞においても Ca²⁺ 刺激によって KCOTFs と同様に BMP-2 mRNA 

の発現増大を認めた。歯周組織に BMP-2 が発現していることは、過去にも報
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告されているが ( Ivanovski, 2001 ) 、この歯肉由来線維芽細胞に CaSR が発現

しているか否かについては確認できておらず、 BMP-2 mRNA の発現増加が 

KCOTFs と同じ機序によるものかは未確認で、今後の検討課題である。 

 過去の研究において、当分野では開窓術前の KCOT の上皮細胞では他の歯

原性嚢胞と比較して IL-1α が強く発現しており、この IL-1α の発現は腔内の圧

刺激によって誘導され、開窓療法によって著しく減弱することを報告している 

( Ninomiya, 2002; Oka, 2005; Suyama, 2008 ) 。 また、 IL-1α は KCOTFs 

での MMP-2 の発現を増強させるとともに COX-2 mRNA の発現を増強して

PGE2 産生を促進する。そして、分泌された PGE2 は KCOTFs での receptor 

activator of nuclear factor κB ligand  ( RANKL ) の発現を誘導することも示

した ( Kubota, 2002; Ogata, 2007 ) 。さらに、 KCOT の腔内圧はその腫瘍

の大きさに反比例し、大きさが小さなときにより高いため ( Kubota, 2004 ) 、

腫瘍形成の初期の段階では KCOT の内圧が IL-1α の発現を増加させ、その

IL-1α を介して発現した MMP-2 や PGE2 が周囲の骨組織の代謝に影響を及ぼ

すと考えられる。そして、この結果、破壊された骨によって遊離された Ca²⁺に

よって局所的な Ca²⁺ 濃度が上昇し、腫瘍増大によって IL-1α の発現が減弱し

た後も CaSR を介して周囲の骨組織の代謝に影響を及ぼすのではないかと推

測された ( 図 6 ) 。 
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