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研究成果の概要（和文）： 本研究では、乳歯歯髄由来線維芽細胞において、種々のサイトカインやMMP、抗炎症作用を
持つアデノシンがどのように関連しているかについて解明し、歯髄炎に対する治療指針の可能性の範囲を拡大させるこ
とを目的とし研究を行った。初年度は、TNF-α、LPSおよびアデノシンが最も乳歯歯髄細胞に影響を及ぼす濃度につい
て、またそれらによってMMP2産生能に有意な変化がみられることを明らかにした。次年度は、TNF-α刺激によるMMP2産
生が、PI3-K阻害剤であるLY294002により抑制されたことより、MMP-2産生はPI3-Kを介していることが明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined whether TNF-alpha affected the production of MMP
-2 in deciduous dental pulp fibroblasts and its signaling pathways utilizing gelatin zymography and wester
n blotting analysis. TNF-alpha increased the expression of MMP-2 in a dose-dependent manner in deciduous d
ental pulp fibroblasts. LY294002 and Wortmannin, which are PI3-K inhibitors, inhibited the MMP-2 productio
n induced by TNF-alpha in deciduous dental pulp fibroblasts. Moreover, in deciduous dental pulp fibroblast
s cultured with TNF-alpha, AKT was phosphorylated in a time-dependent manner with the maximum phosphorylat
ion at 30 min, and LY294002 and Wortmannin abolished this phosphorylation of AKT in TNF-alpha-stimulated d
eciduous dental pulp fibroblasts. These results suggest that TNF-alpha may enhance pulp tissue destruction
 during pulp inflammation in part by regulating MMP-2, and that the AKT pathway is involved in MMP-2 produ
ction in deciduous dental pulp fibroblasts.
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１．研究開始当初の背景 
齲蝕及び歯周病に代表される歯科疾患は、

その発病や進行により歯の喪失へと繋がる
ため、食生活や社会生活等に支障をきたし、
ひいては、全身の健康に影響を与えるものと
されている。現在、歯の喪失が 10 歯以下で
あれば食生活に大きな支障を生じないとの
研究 1）に基づき、生涯にわたり自分の歯を 20
歯以上保とうという 8020 運動が提唱・推進
されている。歯の喪失原因の約 9割が齲蝕と
歯周病で占められていることから、各ライフ
ステージに応じた適切な齲蝕・歯周病予防を
推進することが重要である。特に乳歯の齲蝕
と永久歯の齲蝕には強い関連が認められ、乳
幼児期は基本的歯科保健習慣を身につける
時期として非常に重要であり、生涯を通じた
歯の健康づくりに対する波及効果も高いと
言える。近年、乳歯齲蝕は減少傾向にあると
されているが、必ずしも楽観を許す状態では
ないとの報告もある。乳歯が齲蝕や歯髄炎に
罹患した場合には、出来る限り早期に発見し
修復、保存していくことで、良好な乳歯列咬
合状態を確保することができ、その結果、健
全な後続永久歯の萌出が誘導される。齲蝕は
ミュータンス連鎖球菌により齲窩が形成さ
れ、また齲窩にグラム陰性菌が増殖すること
によって、歯髄炎、歯髄壊死などの症状へと
進展する。これらは、プラーク細菌由来リポ
ポリサッカライド（LPS）、マトリックスプロ
テアーゼなどが原因であり、このような炎症
時には歯髄において好中球などの免疫担当
細胞の浸潤、炎症性サイトカインの産生がみ
られることが知られている。近年口腔内領域
において、線維芽細胞より産生され抗炎症作
用を持つ、ATP 由来のエネルギー代謝産物ア
デノシンが注目されている。またアデノシン
受容体には A1、A2a、A2b、A3 の 4 つのサブ
タイプの存在が報告されているが、その中で
もA2a受容体は炎症性サイトカイン（IL-1、
IL-6 など）刺激により、その発現が上昇する
こと、また炎症反応や創傷治癒過程に積極的
に関与していることが報告されている。さら
にアデノシン受容体は、マクロファージおよ
び線維芽細胞などに発現していることが明
らかにされている。そこで本研究では、結合
組織の修復、再生、リモデリングに深く関与
している乳歯歯髄由来線維芽細胞について、
その特異性について検討し、炎症反応の抑制
機序を解明したい。 

 
２．研究の目的 
本研究では、結合組織の修復、再生、リモ

デリングに深く関与している線維芽細胞、特
にその能力の高い乳歯歯髄由来線維芽細胞
の特異性を遺伝子発現に着目して解析し、さ
らに炎症部位の組織破壊をもたらす種々の
サイトカインや MMP が、どのように関連し
ているかについて解明する。それにより歯髄
炎に対する治療指針の可能性の範囲を拡大
させるとともに、幹細胞として有用である歯

髄細胞の保存に向けて再生医療への路を拓
くことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（1）乳歯歯髄由来線維芽細胞は、歯根が 2/3
以上残存する健全乳歯で、抜去したものを分
割し歯髄組織を剥離し、約 2×2 mm の組織片
に切り出し、一定時間初期付着を行ったのち
増殖してくる細胞を初代培養乳歯歯髄由来
線維芽細胞として継代を行う。本研究には 5
～8 継代した細胞を用いた。また本学医の倫
理委員会の承認を得て行った。 
（2）乳歯歯髄由来線維芽細胞の増殖率を MTT 
assay により吸光度を測定し評価した。 
（3）メタルプロテアーゼ産生能は乳歯歯髄
由来線維芽細胞を TNF-、LPS およびアデノ
シンにて 24 時間処置後、上清中の MMP-2、
MMP-9 をザイモグラフにより算出した。上清
中の MMP-1、MMP-3、MMP-8、MMP-13 はウエス
タンブロッティングにより検討した。 
（4）MMP 産生のメカニズムについて解析する
ために、PI3-K 阻害剤についてウエスタンブ
ロッティングを用いて検討した。 
（5）乳歯歯髄由来線維芽細胞に特有な遺伝
子発現を確認するために、マイクロアレイを
行った。 
 
４．研究成果 
（1）乳歯歯髄由来線維芽細胞（ ）は、永
久歯（ ）と比較して有意に高い細胞増殖能
を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）MMP 産生については、LPS、TNF-およ
び IL-1いずれについても、MMP-2 産生を有
意に増強した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TNF-a 刺激による MMP-2 産生の変動 



（3）TNF-による MMP-2 産生について焦点を
絞り、PI3-K 阻害剤を用いてその経路につい
て検討を行った結果、TNF-による AKT のリ
ン酸化が PI3-K 阻害剤 LY294002 および
Wortmannin により抑制された。 

 

TNF-a 刺激による AKT のリン酸化と PI3-K 阻

害剤の影響 
 
（4）乳歯歯髄細胞において、2倍以上の遺伝
子発現増強がみられた遺伝子について「Gene 
Ontology 」 で 分 類 し た と こ ろ 、「 Cell 
communication 」 「 Cell growth and 
maintenance」「Development」に分類される
遺伝子発現が数多く、永久歯歯髄と比較して
有意に増加していた。またインスリン様増殖
因子や血管内皮増殖因子といったような、増
殖因子の有意な増強が認められた。（表１） 
 

表１：永久歯歯髄（DPFP）と比較した乳歯歯
髄（DPFD）における「Biological process」
分類 
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