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論 文 内 容 の 要 旨

１．研 究 目 的
歯髄最外層，象牙質直下に位置する象牙芽細胞は，様々な侵害刺激を受容する細胞膜タンパク質である 

transient receptor potential（TRP）チャネルを機能的に発現している感覚受容細胞である。
歯を含む硬組織の形成では細胞間連絡による協調的細胞機能調節が重要であり，象牙芽細胞間にはギャップ

結合を介した電気的細胞間連絡があることが報告されている。また，象牙芽細胞には Gタンパク質共役型
ATP-ADP 感受性ホスホリパーゼ C（PLC）結合型ヌクレオチド受容体の機能的発現が報告されているが，詳細
な象牙芽細胞機械刺激による細胞間の連絡機構のメカニズムはまだ明らかにされていない。
そこで単一細胞への直接機械刺激を行った時の象牙芽細胞間における情報伝達機構を検討した。

２．研 究 方 法
象牙芽細胞の継代培養細胞であるマウス由来象牙芽細胞系細胞（odontoblast lineage cells, OLC, Arany et 

al., ２００９ ; Fujisawa et al., ２０１２）の細胞膜にガラス微小管（先端直径２－３μm）を用いて，単一象牙芽細胞に対
する細胞膜直接機械刺激を行った。細胞膜表面の直上から，マイクロマニュピレーターを用いて４．３，８．５，
１２．５μmとガラス微小管を垂直に移動（速度：２．２μm／秒）させることで直接機械刺激を行った。機械刺激に対
する象牙芽細胞の応答はカルシウム蛍光指示薬である fura-２／AMを用いて二波長励起による細胞内カルシウ
ムイオン濃度（［Ca２＋］）の変化を多点同時に多細胞から記録した。また［Ca２＋］応答と細胞間距離の関係についi i

ても検討した。
３．研究成績および結論
象牙芽細胞に直接機械刺激を加えると，［Ca２＋］が一過性に増加した。一方，カプサイシン感受性のある TRPi

vanilloid subfamily member １（TRPV１）チャネルの阻害剤であるカプサゼピンは，機械刺激誘発性［Ca２＋］増i
加を有意に抑制した。また細胞外カルシウムを除去すると機械刺激誘発性［Ca２＋］i の一過性増加は消失した。
加えて直接機械刺激した象牙芽細胞の［Ca２＋］が増加するだけではなく，刺激象牙芽細胞に接触せず周囲に存i

在する近傍象牙芽細胞においても［Ca２＋］が増加した。一方でヒト胎児由来腎臓細胞（human embryonic kid-i

ney cells; HEK２９３cells）に対して同様の直接機械刺激を行ったところ，刺激された HEK２９３cells では［Ca２＋］i
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が増加したが，近傍 HEK２９３cells では［Ca２＋］増加はみられなかった。i

次に細胞からの ATP放出に関与する pannexin-１の阻害剤である mefloquine の効果を検討した。Meflo-
quine は刺激象牙芽細胞の［Ca２＋］i 増加には影響しなかったが，近傍象牙芽細胞の［Ca２＋］i 増加を濃度依存的に
抑制した。機械刺激細胞から放出された ATPを受容する細胞膜タンパク質を明らかにするために，P２Y受
容体と結合し，細胞内 inositol trisphosphate（IP３）生成に関与する phospholipase-C（PLC）の阻害剤である U
７３１２２の効果を検討した。U７３１２２は刺激象牙芽細胞の［Ca２＋］増加には影響しなかったが，近傍象牙芽細胞のi

［Ca２＋］i 増加を濃度依存的に抑制した。
象牙芽細胞は機械感受性 TRPチャネルを介して［Ca２＋］を増加した。機械刺激により増加した［Ca２＋］は

pannexin-１からの ATP放出を誘発する。刺激象牙芽細胞外に放出された ATPは，周囲に存在する近傍象牙
芽細胞の P２Y受容体を活性化させることで ATPによる象牙芽細胞間情報伝達が確立すると示唆された。こ
れらの結果は，ATPの傍細胞性分泌によって活性化する象牙芽細胞間情報伝達ネットワークが，象牙質表面
刺激に伴う反応性象牙質形成の促進，あるいは感覚受容－伝達機構の変調をもたらす可能性を示唆している。

i i

論 文 審 査 の 要 旨

象牙芽細胞の機械刺激による細胞間情報連絡機構のメカニズムを明らかにする目的で，単一象牙芽細胞への
機械刺激を行い，細胞間の情報伝達機構を検討した。
その結果，象牙芽細胞への機械刺激は TRPチャネルを介して［Ca２＋］を上昇させ，ATPの放出を誘発し，i

近傍象牙芽細胞のホスフォリパーゼ C関連（ATP/ADP）受容体（P２Y受容体）を活性化させることで象牙芽細
胞間の情報伝達を確立していることが示唆された。
本審査委員会では，１）論文（象牙芽細胞間の情報伝達機構）の臨床的意義について質問がなされた。それに

対し歯の切削後，最も刺激を受けた象牙芽細胞を中心に多くの細胞の間で空間的な情報伝達が生じ，刺激に応
じた反応性象牙質形成が生じている可能性を回答した。また，これらの情報伝達機構が，将来的な象牙質再生
を促す創薬の基礎的根拠をなすであろう旨の回答がなされた。２）象牙芽細胞機械刺激が反応性象牙質形成を
誘発するか否かについて，象牙質特異的タンパク質発現の検討に関する質問がなされた。本細胞に機械（細胞
膜伸展）刺激を行うと，象牙質特異的タンパク質 mRNAの発現増加がみられることを回答した。この研究結
果は，すでに誌上報告している旨の回答も併せてなされた。３）論文内で「反応性象牙質」という用語を用い
ていることに関して，現在の第三象牙質（補綴象牙質）の考え方に対する質問がなされた。近年，補綴象牙質
は，刺激に伴い象牙芽細胞が形成する「反応性象牙質」と，刺激による象牙芽細胞の壊死と，結果としての歯
髄幹細胞の象牙芽細胞分化によって形成される「修復象牙質」に区別されている旨の説明がなされた。４）そ
の他，文章の構成，用語の統一，英語表現についての指摘があり訂正が行われた。
本研究から得られた結果は，今後の歯学の進歩，発展に寄与するところ大であり，学位授与に値するものと

判定した。また英語およびドイツ語の２科目についても，十分な知識があると認め合格と認定した。
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