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研究成果の概要（和文）：抗炎症作用を有するMacromolecular Translocation Inhibitor Ⅱ (MTI-Ⅱ) （J 
Biol Chem、2005）に着目し、歯髄・根尖歯周組織の効果的な再生を誘導するための炎症制御因子として応用
し、炎症抑制・組織誘導を同時に行う再生療法の開発を行っている。MTI-Ⅱが炎症の伝達経路であるNF-κBシグ
ナルを直接抑制すること（Endocrinology, 2016）、MTI-ⅡとMTI-Ⅱ酸性アミノ酸領域を利用したペプチド
（MPAID）がTNFα刺激による象牙芽細胞様細胞の石灰化抑制を解除することを明らかにした (J Cell Biochem, 
2016)。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that the inflammatory cytokine, tumor necrosis 
factor α (TNFα) inhibits BMP-induced osteoblast differentiation via NF-κB signaling. In the 
present study, we examined the effects of a steroid-coactivator, Macromolecular Translocation 
Inhibitor II (MTI-II), on inflammatory responses（Endocrinology, 2016）. MTI-II was previously 
demonstrated as an enhancer of the transcriptional activity of glucocorticoid-bound glucocorticoid 
receptor. We examined the effects of MTI-II on the inhibition of odontoblastogenesis by TNFα. When 
the cells were treated with TNFα, ALP activity was inhibited, while MTI-II restored TNFα-mediated 
inhibition of the activity in a dose-dependent manner (J Cell Biochem, 2016). MTI-II potentially 
acts as an anti-inflammatory drug.
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１．研究開始当初の背景 
 
 現代歯科医療の目標は、多くの国民が生涯

自分の歯で食事できるよう歯を保存するこ

とで口腔環境の健全化を図り、国民の QOL

を維持・向上することにある。 

 近年の歯内治療は、歯科用顕微鏡やコーン

ビーム CT といった機器の登場により、今ま

で見えなかったものが視覚化されるように

なり、治療の精度が高まっている。しかしな

がら、歯髄炎や根尖性歯周炎に対する治療法

の原理は変わっておらず、象牙質や根管内に

存在する感染源を可及的に除去した後は、貼

薬剤を用いるものの、基本的には生体の自然

治癒を待つという従来型治療法が依然とし

て続いている。根尖性歯周炎が難治化する要

因として特定細菌の関与が示唆されている

が、細菌の検出されない難治症例や難治性歯

根膜炎も多く存在する。これらの難治症例に

対応するため、今後の歯内治療は器材のさら

なる進化に加えて、生体の治癒に委ねる受動

的治療から、積極的に治癒を誘導する能動的

治療へと変革する必要がある。そこでこれま

でに注目されている感染制御と再生療法技

術に加え、「慢性炎症制御」が重要となる。 

 これまでに私は、慢性炎症の場では BMP

による骨形成誘導効果が低いという報告か

ら、炎症反応時の主たるシグナル伝達経路で

ある NF-B シグナルとBMPシグナルの相互

作用に着目し、NF-B シグナルの選択的阻害

剤である BAY11-7082 を用いて NF-B サブ

ユニットとSmadとの相互作用を明らかにし

た（Mol Endocrinol, 2014）。 
 
２．研究の目的 
  
 「慢性炎症制御による硬組織再生誘導」と

いう視点から、ステロイド剤と同等に NF-B

シグナルの活性を抑制することで抗炎症作

用を有するステロイドコアクチベーター

Macromolecular Translocation Inhibitor Ⅱ

（MTI-Ⅱ）に着目した。聖マリアンナ医科大

学の岡本らの報告によると MTI-Ⅱは、直接

的に NF-B シグナルの転写活性を抑制する。

また、MTI-Ⅱだけでは転写因子として働かな

いため、ステロイド剤のような副作用が少な

い。そこで私は、歯髄・根尖歯周組織の効果

的な再生を誘導するための炎症制御因子と

して MTI-Ⅱを応用できないかと着想するに

至った。本研究では MTI-Ⅱを用い、炎症抑

制・硬組織誘導の両者を同時に行う再生療法

の開発を目的としている。 
  
３．研究の方法 
 

 in vitro 実験系において、象牙芽細胞様細

胞および骨芽細胞に対する MTI-Ⅱの影響を

検討する。セルライン化された細胞において

MTI-Ⅱの抗炎症効果が確認できない場合は、

ラットあるいはマウスから初代培養細胞を

採取し MTI-Ⅱの効果を検証する。 

 

（１）MTI-Ⅱ融合タンパク質の精製と MTI-

Ⅱを恒常的に発現する細胞の樹立 

 MTI-Ⅱは低タンパク質であるため、そのま

までは細胞内に取り込まれない。そこで、共

同研究者である岡本らが作成した MTI-Ⅱの

N 末端側に 11 個のアルギニンから成るタン

パク質細胞内導入配列を付与した融合タン

パク質を大腸菌内で発現させ、タンパク精製

を行う。ただしタンパク質の精製には時間と

費用がかかることが予想されるため、これと

同時に、MTI-Ⅱ発現ベクターを使用し、象牙

芽細胞様細胞および骨芽細胞内で MTI-Ⅱを

恒常的に発現する細胞の樹立を行い、以後の

実験にて使用する。 

 

（２）MTI-Ⅱによる抗炎症効果の検討 

 TNF刺激で炎症応答を誘導した象牙芽細

胞様細胞および骨芽細胞を MTI-Ⅱ存在・非

存在下で一定時間培養後、位相差顕微鏡下で

形態変化の観察を行うと共に、WST-8 assay

により細胞増殖能について検討する。また、



real-time PCR 法、Western Blotting 法で

NF-B の標的遺伝子である Interleukin-6,8 

(IL-6,8)または Matrix metallopeptidase-9 

(MMP-9)の発現を確認する。 

 

（３）MTI-Ⅱによる石灰化能への影響の検討 

 石灰化能を誘導した細胞を TNFαで刺激

し、MTI-Ⅱ存在・非存在下で一定時間培養し

た際の各細胞の細胞増殖能、および石灰化能

への影響を細胞形態観察、WST-8 assay、ア

ルカリフォスファターゼ（ALP）活性測定、

real-time PCR 法、および Western Blotting

法で検討する。 

  
４．研究成果 
  

 TNFで象牙芽細胞を刺激すると、細胞増

殖能に影響することなく ALP 活性が抑制さ

れるとともに、NF-Bの転写活性が亢進した。

次に、象牙芽細胞に MTI-II 発現プラスミドを

導入し MTI-II を過剰発現させると、TNFあ

るいは NF-B のサブユニットである p65 に

よって誘導された NF-B 転写活性の亢進が

抑制された。一方、MTI-II の過剰発現は TNF

による IBの分解や p65 の核移行を阻害し

なかった。MTI-II と同様に、細胞内導入配列

を付与して化学合成した MTI-II ペプチド抗

炎症薬；MTI-II Peptide Anti-Inflammatory Drug

（MPAID）は TNFによる NF-B 転写活性の

亢進を抑制するとともに、NFB の標的遺伝

子である IL-6 および-8 の mRNA 発現を抑制

した。さらに、MPAID は TNF刺激によって

生じた ALP 活性の抑制を解除することが確

認された。 

 以上の結果は、MTI-II および MPAID が

TNFによって象牙芽細胞様細胞に誘導され

た NF-B の転写活性を阻害することを示し

ており、MTI-II および MPAID が新しい抗炎

症薬として歯髄に生じた炎症の制御に有用

である可能性を示唆している。 
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