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研究成果の概要（和文）：本研究では、DMP-1とMMP-3の分解産物と、マウス人工多能性幹細胞由来象牙芽細胞様
細胞の増殖の関連性を検討した。その結果、IL-1β 添加によりDMP-1および Emmprin の発現が認められ、MMP-3
とDMP-1の分解産物は象牙芽細胞様細胞の増殖を増加させた。 また、siRNA処理により、IL-1β誘導のDMP-1発現
と細胞増殖が抑制された。本研究により、iPS細胞由来象牙芽細胞様細胞において、IL-1β誘導の細胞増殖に
Emmprin、MMP-3、DMP-1発現、さらに、MMP-3とDMP-1の分解産物の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Because odontoblasts produce dentin matrix protein-1 (DMP-1), we examined 
whether the degraded products of DMP-1 by MMP-3 contribute to enhanced proliferation in mouse 
induced pluripotent stem (iPS) cells-derived odontoblast-like cells. IL-1β increased mRNA and 
protein levels of DMP-1 and extracellular matrix metalloproteinase inducer (Emmprin). The exogenous 
degraded products of DMP-1 by MMP-3 resulted in increased proliferation of odontoblast-like cells in
 a dose-dependent manner. Treatment with siRNA against MMP-3 and/or Emmprin potently suppressed the 
IL-1β-induced increase in DMP-1 expression and suppressed cell proliferation. Taken together, our 
current study demonstrates the sequential involvement of Emmprin, MMP-3, DMP-1 expression, and DMP-1
 degradation products by MMP-3, in effecting IL-1β-induced proliferation of iPS cell-derived 
odontoblast-like cells.

研究分野：歯内治療学
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１．研究開始当初の背景 
	 歯髄細胞群は象牙芽細胞，線維芽細胞, 血

管細胞, 神経細胞などから構成される. その

中でも象牙芽細胞は, 歯髄がさまざまな外来

侵襲に曝されると修復象牙質の形成を有する

重要な組織である. しかし, 臨床応用上の問

題点は, 象牙芽細胞の生体内での存在量は極

めて微量であり, 現在, 入手可能な培養細胞

系がほとんどないことである. さらに, 象牙

芽細胞の分化あるいは性状に着目した研究の

大半は，組織レベルのアプローチであり, 象

牙芽細胞（象牙質）再生のメカニズムに着目

した研究は未だ少なく, その結果, 幹細胞か

ら象牙芽細胞への安全かつ効率的な分化誘導

法が確立されていないのが現状であった. 

	 申請者らはこれまでにマウス胚性幹細胞

（ES 細胞）, マウス人工多能性幹細胞（iPS

細胞）およびヒト骨格筋幹細胞（組織性幹細

胞）を用いて, 上皮—間葉相互作用を介する

ことなく, 効率的に象牙芽細胞へ分化させる

誘導法を初めて確立した. さらに, このマウ

ス iPS 細胞由来象牙芽細胞を高純度化し, 炎

症性サイトカインを用いた炎症モデルを用

いて，本細胞に存在するマトリックスメタロ

プロテアーゼ（MMP） -3 が  Wingless/int1 

(Wnt) シグナルを介して象牙芽細胞の細胞増

殖と抗アポトーシス制御作用を示すことを

初めて明らかにした．この結果は, MMP-3に

よる細胞増殖制御機構が歯髄炎初期におけ

る歯髄創傷治癒に関与する可能性を示唆し

ている.	 しかし，MMP-3 から細胞増殖にい

たる下流のカスケード, とくに基質の同定は

未解明であった.  

	 そこで本研究では, これまでに得られたマ

ウス iPS 細胞での実験結果をふまえて, 申請

者らが新規に確立したマウス iPS細胞由来象

牙芽細胞をセルソーターを用いて 98％以上

に高純度化し, 炎症性サイトカインを添加す

ることで in vitro 歯髄炎病態モデルを作製し, 

未だ明らかにされていない細胞増殖に関わ

る MMP-3 の新規な生体内基質の同定を目的

とした. 本研究結果を発展させることで，従

来法とは大きく異なる生体親和性と精度が

高い新規な象牙質・歯髄複合体再生治療法モ

デルの確立を目的とする. 
 
2.	研究の目的	

	 本研究では, 申請者らが新規に確立したマ
ウス iPS細胞由来高純度象牙芽細胞を用いて, 

これまでに報告してきた炎症性サイトカイ

ン誘導マトリックスメタロプロテアーゼ 

(MMP) -3 による細胞増殖機構の詳細なメカ

ニズム , つまり新規な細胞増殖に関わる

MMP-3 分解基質の解明を生化学的手法 

(siRNA による特定タンパク質生合成阻害，

BrdU-ELISA による細胞増殖能とアポトーシ

ス細胞死の評価, MMP-3 活性測定, 遺伝子解

析, ウエスタンブロット法など) を用いて解

析し, 既存の歯髄保存療法に代わる新規な象
牙質・歯髄複合体再生治療法のモデルの確立

を研究目的とする. 

 
３．研究の方法 
	 マウス iPS細胞由来高純度象牙芽細胞と細

胞増殖・抗アポトーシス制御作用を有した

MMP-3 の新規な分解基質の同定を生化学的

手法を用いて解析する. 
	

４．研究成果	

(1) マウス iPS 細胞由来高純度象牙芽細胞を

用いた炎症性サイトカイン誘導 MMP-3 分解

基質の解析 

 マウス iPS 細胞由来高純度象牙芽細胞にお

いて,  象牙質特異的タンパク（DMP-1）が炎

症性サイトカイン誘導 MMP-3 の細胞増殖を

誘導する基質であることが明示された. 

 

(2) マウス iPS 細胞由来高純度象牙芽細胞を

用いた, 炎症性サイトカイン誘導 MMP-3 分

解基質の細胞増殖シグナルの検討 



	 MMP-3 siRNA を用いて細胞増殖能を評価

した結果, 統計学的有意な細胞増殖の抑制が

認められ, 炎症下における象牙芽細胞の細胞

増殖に MMP-3 が関与することが明らかとな

った. 

	

(3) マウス iPS 細胞由来高純度象牙芽細胞を

用いた炎症性サイトカイン誘導 MMP-3 と

Emmprinのシグナルカスケードの解析	 	 	  

	 マウス iPS細胞由来高純度象牙芽細胞にお

おいて, 炎症性サイトカイン誘導の MMP-3

と Emmprinの遺伝子発現が明らかとなった. 

 

(4) マウス iPS 細胞から象牙芽細胞への分化

誘導におけるMMP-3と Emmprinの関連性と

シグナルカスケードの検討. 

	 マウス iPS細胞から象牙芽細胞への分化過

程において , 統計学的有意な MMP-3 と

Emmprinの遺伝子発現が観察された. さらに, 

siRNAを用いたシグナルカスケードの解析に

より , 象牙芽細胞への分化過程において

Emmprin シグナル伝達経路の存在が明らか

となった. また, マウス iPS 細胞由来象牙芽

細胞において炎症性サイトカイン添加によ

り, 統計学的有意な Emmprinの遺伝子発現が

観察された. 
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