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研究成果の概要（和文）：

象牙質－歯髄複合体の創傷治癒メカニズムを解明することを目的とし、象牙質中に含まれる
基質タンパク（DMPs）がう蝕細菌が産生する酸や内因性プロテアーゼによって分解され、そ
の分解産物が歯髄由来細胞に与える影響についての評価を行った。その結果、酸や象牙質に存
在する MMP 分子により DMPs は分解され、その分解産物によって歯髄細胞の増殖、分化が促
進されることが明らかとなり、DMPs 分解産物が象牙質－歯髄複合体の治癒に影響を与えるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：
The objective of this study was to elucidate the wound healing mechanism of dentin-pulp 
complex. We investigated the effects of degraded dentin matrix proteins (DMPs) induced by 
acids or proteinases on the function of pulp cells. External acid or internal MMP molecules 
were found to degrade DMPs and pulp cells were promoted their proliferation or 
differentiation by degraded DMPs. These results indicated that degraded DMPs potentially 
affected the healing process of dentin-pulp complex.  
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１．研究開始当初の背景
象牙質の組成は、約 70％の無機質と 20％

の有機質、10％の水であり、無機質は主にハ
イドロキシアパタイトから成り、有機質は I
型コラーゲン、糖タンパク、プロテオグリカ
ンなどを含んでいる。特に、有機質中の象牙
質基質タンパク中には、象牙質の石灰化に関
わる Dentin Matrix Protein 1 (DMP1)や
Dentin Sialo Phosphoprotein (DSPP)などに
代表される SIBLING ファミリー分子や成長
因子、Matrix Metalloprotease (MMP)ファミ
リー分子などが含まれていることがこれま
でに報告されている（George et al. J Biol 

Chem 268:12624-30, 1993, Toledano et al. J 
Dent 38:635-40, 2010）。象牙質がう蝕に罹患
すると、細菌が産生する酸によって無機質が
脱灰される。それと同時に、象牙質の有機質
も細菌由来の酸やプロテアーゼ、また象牙質
中に含まれる MMPなどのプロテアーゼなど
によって侵襲を受けると考えられる。

一方、心臓や腎臓、皮膚などの組織にお

いて、細胞外基質に存在するタンパクが酸

やプロテアーゼによって分解を受けると、

その分解産物が組織における細胞増殖や血

管新生を促進し、組織の創傷治癒に対して
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影響を与えることが報告されている(Reing 
et al. Tissue Eng 15:605-14, 2009, 
Brennan et al, J Tissue Eng Regen Med 
2:491-8, 2008)。また、象牙質も上記の臓器

と同様に細胞外基質タンパクを有し、さら

に、う蝕罹患時には、その細胞外基質タン

パクが酸やプロテアーゼによる侵襲を受け

る可能性が高く、他臓器と類似した環境下

にあると考えられる。しかし、象牙質の細

胞外基質タンパクの分解産物が歯髄の創傷

治癒や歯髄細胞に与える影響についての報

告はこれまで認められず、う蝕などの非生

理的刺激により誘導される修復象牙質の形

成メカニズムについてもいまだに不明なま

まである。

そういった状況をふまえ、われわれはこれ
までに修復象牙質形成に関与する遺伝子の
検索を行い、MMP ファミリー分子、特に
MMP3、MMP13、Tissue Inhibitor of Matrix 
Metalloprotease 1(TIMP1)の遺伝子発現が
窩洞形成後の歯髄において上昇することを
明らかにした。さらに MMP ファミリー分子
が修復象牙質形成に与える影響について研
究を行ってきた。
その結果、われわれは歯髄における MMP

分子の発現や局在、ならびにその機能の一端
を明らかにしてきた(Yoshioka, Takahashi 
et al.87th IADR, 2008, Takahashi et al. 
IADR Pulp Biology and Regeneration 
Group Symposium, 2010)。MMP 分子は歯
髄だけではなく象牙質の基質タンパク中に
も存在することに着目し、う蝕を想定した環
境下においては、細菌性の侵襲（酸およびプ
ロテアーゼなど）とともに、内因性の MMP
分子が象牙質基質タンパクを分解、断片化さ
せることによって、より活性をもった分子と
して機能し、象牙質－歯髄複合体の治癒を促
進する可能性があると考え、本研究の着想を
得た。
２．研究の目的
う蝕関連細菌由来の酸やプロテアーゼ、さ

らに象牙質の細胞外基質に存在する MMP分
子をはじめとするプロテアーゼによって、象
牙質基質タンパクがどのように分解される
かを評価し、さらに、分解を受けることで活
性が向上したと考えられるタンパクが、象牙
質－歯髄複合体の治癒を促進するかどうか
について検討することを目的とした。
３．研究の方法
(1)ヒト象牙質からの象牙質基質タンパク
（DMPs）分離
 ヒト抜去歯から象牙質粉末を調製し、プロ
テアーゼ阻害剤を含む 10％ EDTA 溶液
（pH=7.2）中で、4℃にて 14 日間処理した。
処理した上清を回収し、純水に対して透析を

行い（4℃、7 日間）、凍結乾燥を行って DMPs
を分離した。
(2)DMPs 分解産物の作成
①酸による DMPs 分解産物の作成
 前項で作成した DMPs を、0.1M 酢酸水溶
液（pH=3.0）もしくは 0.1M 乳酸水溶液
(pH=3.0)中に 1mg/mL の濃度で混和し、37℃
にて 48 時間静置したものを酸による DMPs
分解産物とした。
②MMP 分子による DMPs 分解産物の作成

DMPs を 1mg/mL の濃度に調整し、そこに
1µg のヒト組換え MMP1、MMP2 もしくは
MMP3 を加えて、37℃で 24 時間静置したも
のを MMP による DMPs 分解産物とした。
(3)DMPs 分解産物のプロファイル評価
 前項で得られた DMPs 分解産物を
SDS-PAGE にてタンパクを電気泳動し、銀染
色にて可視化を行い、DMPs の分解について
評価を行った。
(4)DMPs 分解産物が歯髄細胞に与える影響
の検討
①細胞増殖能評価
 象牙芽細胞様細胞またはラット歯髄由来
初代培養細胞を用いて、酸により作成された
DMPs分解産物もしくはMMP分子により作
成された DMPs 分解産物を 0.01～1.0µg/mL
の濃度で添加して培養を行い、細胞増殖能に
ついて WST-1 法にて検討を行った。
②細胞石灰化能評価
 上記と同様の細胞を用いて、酸もしくは
MMP分子により作成されたDMPs分解産物
を 0.01 ～ 1.0µg/mL の濃 度で添加し 、
50μg/mL アスコルビン酸と 10mM β-グリセ
ロリン酸を培地に添加した分化誘導培地を
用いて培養を行い、分化の指標である
Alkaline Phosphatase（ALP）活性を測定も
しくは形成された石灰化物にアリザリンレ
ッド染色を行い、石灰化物の定量を行った。
③細胞遊走能評価
 マウス歯髄由来未分化間葉系細胞を用い
て、DMPs 分解産物を 0.01～1.0µg/mL 存在
下において、agarose spot assay にて細胞の
遊走能について評価を行った。
４．研究成果
(1)SDS-PAGE（図 1）

MMP1 による DMPs 分解産物のプロファ
イルを図 1 に示す（①1 時間分解 DMPs②24
時間分解 DMPs③非分解 DMPs(1 時間 PBS
に浸漬)④非分解 DMPs(24 時間 PBS に浸漬)
⑤MMP1(活性化後 1 時間静置)⑥MMP1（活
性化後 24 時間静置）。MMP1 により 1 時間
分解されたものに比べて 24 時間分解された
DMPs の方がより低分子のタンパクもしく
はペプチドに変化していることが明らかと
なった。この結果は他の MMP 分子を用いて
も同様の傾向が得られたため、以降の実験で
は 24 時間分解された DMPs を用いた。なお、



酸により作成した DMPs 分解産 物は
SDS-PAGE においては非分解 DMPs と比較
して変化は認められなかった。

図１．MMP1 により分解された DMPs のタ
ンパクプロファイル

(2)DMPs 分解産物が歯髄細胞に与える影響
①細胞増殖能評価
 乳酸、酢酸により分解された DMPs が象牙
芽細胞様細胞の増殖に与える影響を検討し
たところ、培養開始後 3，4，5 日目において
は DMPs 非添加の場合と比較して有意差は
認められなかった（図 2）。

図 2．酸により分解された DMPs が象牙芽細
胞様細胞の増殖に与える影響

 一方、MMP1 および 2 によって作成された
DMPs 分解産物は象牙芽細胞様細胞の増殖
を有意に促進することが明らかとなった（図
3）。

図 3．MMP1、2 および 3 により分解された
DMPs が象牙芽細胞様細胞の増殖に与える
影響

②細胞石灰化能評価
 乳酸、酢酸により分解された DMPs が象牙
芽細胞様細胞の石灰化に与える影響につい
て検討したところ、蒸留水に溶解した DMPs
および、酢酸、乳酸により作成した DMPs
分解産物すべてが、DMPs 未添加より高い石
灰化能を示した。
一方で、酢酸もしくは乳酸で処理した DMPs
分解産物は、蒸留水に溶かした DMPs に比べ
て有意に高い石灰化能を示した(図 4)。

図 4．酸により分解された DMPs が象牙芽細
胞様細胞の石灰化に与える影響

一方、MMP1、2 および 3 によって作成され
た DMPs 分解産物はラット歯髄初代培養細
胞の ALP 活性を有意に促進することが判明
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した（図 5）。

図 5．MMP1 により分解された DMPs がラ
ット歯髄初代培養細胞の分化に与える影響

③細胞遊走能評価
 酸により分解された DMPs がマウス歯髄
由来未分化間葉系細胞の遊走能に与える影
響について検討したところ、酢酸もしくは乳
酸で分解された DMPs を含むアガロースス
ポットには、蒸留水に溶解した DMPs に比べ
て有意に侵入している細胞数が多く、分解さ
れた DMPs によって、未分化間葉系細胞の遊
走能が向上することが明らかとなった（図 6）。

 以上の結果より、酸やプロテアーゼによっ
て分解を受けた象牙質基質タンパク存在下
において、歯髄由来細胞の増殖能や分化、石
灰化能、また遊走能が促進されることが明ら
かとなった。

すなわち、う蝕病巣において細菌から産生
される酸や脱灰された象牙質に内因性に存
在する MMP分子によって生成されるDMPs
分解産物が歯髄に対して刺激を与え、その結
果、歯髄内部の細胞が創傷部位である歯髄辺
縁に遊走し、さらに、象牙芽細胞の石灰化が
促進され、象牙質ｰ歯髄複合体の治癒促進に
働いている可能性が示唆された。

今後は、さらに他の MMP 分子を用いた研
究を推進するとともに、MMP 分子によって
分解された DMPs の具体的にどのようなタ
ンパクもしくはペプチドが歯髄の治癒を促

進しているかを検索し、最終的には歯髄の治
癒機転に基づく覆髄材の開発につなげたい
と考えている。

図 6．酸により分解された DMPs が未分化間
葉系細胞の遊走能に与える影響
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