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研究成果の概要（和文）：感染の程度が異なるイヌ不可逆性歯髄炎モデルを確立し、MMP-3の効果

を検討した。MMP-3処理後14日目で血管と神経を伴う歯髄組織の再生が観察され、28日目で象牙

質マトリックス形成がみられた。未処理の歯髄組織は壊死していた。MMP-3処理群では3~7日目

でコントロール群と比較してマクロファージや抗原提示細胞の浸潤は減少し、またIL-6の発現が

有意に低下していた。これらの結果はMMP-3の抗炎症作用を示唆しており、MMP-3が新しい不可逆

性歯髄炎の治療薬の候補として有望であると考えられた。	
 
 
研究成果の概要（英文）：In	
 this	
 study,	
 the	
 canine	
 model	
 of	
 irreversible	
 pulpitis	
 was	
 

established	
 to	
 examine	
 the	
 effect	
 of	
 MMP-3	
 in	
 the	
 inflamed	
 pulp	
 tissues.	
 Regeneration	
 

of	
 pulp	
 tissue	
 with	
 vasculature	
 and	
 nerves	
 was	
 observed	
 in	
 this	
 pulpitis	
 model	
 14	
 days	
 

after	
 MMP-3	
 treatment,	
 followed	
 by	
 dentin	
 matrix	
 formation	
 on	
 the	
 exposed	
 pulp	
 tissues	
 

by	
 day	
 28.	
 In	
 the	
 absence	
 of	
 MMP-3,	
 whole	
 pulp	
 necrosis	
 was	
 observed	
 on	
 day	
 14	
 to	
 28.	
 

Infiltration	
 of	
 macrophage	
 and	
 antigen-presenting	
 cells	
 was	
 significantly	
 inhibited	
 in	
 

MMP-3	
 treated	
 pulp	
 tissues	
 compared	
 with	
 control	
 on	
 day	
 3	
 to	
 7.	
 IL-6	
 expression	
 was	
 

significantly	
 decreased	
 as	
 early	
 as	
 day	
 3	
 in	
 MMP-3	
 treated	
 pulp.	
 These	
 results	
 suggest	
 

that	
 MMP-3	
 has	
 anti-inflammatory	
 effect	
 and	
 is	
 promising	
 drug	
 candidates	
 for	
 irreversible	
 

pulpitis. 
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１．研究開始当初の背景	
 

マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)は

主として細胞外マトリックスを分解する酵

素群であり、病的組織破壊において主役を演

じている。これまで、MMP に関する実験的お

よび臨床データの多くが癌や関節炎で蓄積

されてきた。よって、動物実験で効果が確認

された MMP合成インヒビターが癌や関節炎の

治療薬として臨床治験でその効果が検討さ

れた。しかし、全ての MMP 合成インヒビター

は有効性を示すことが出来ず、筋肉の痛みや

こわばりが副作用として観察されたため治

験は中止された。この結果は MMP の機能を再

考する必要性を示唆している。最近の研究結
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果からは MMPは細胞外マトリックスを分解す

るのみならず、細胞増殖、分化、血管新生、

細胞死に関わる生理活性分子を切断するこ

とが明らかになっており、炎症における MMP

の機能はこのように 2面性を持つことが推測

されている。	
 

	
 歯髄炎はう蝕と細菌感染によって引き起

こされる。歯髄炎は感染に対する自然免疫と

それに続く獲得免疫の段階から構成される。

歯髄ではまず象牙芽細胞がう蝕中の細菌に

反応し様々な走化因子を放出し、続いて樹状

細胞が誘導される。感染が持続すると獲得免

疫反応が誘導される。歯髄炎は可逆性、不可

逆性歯髄炎を経て壊死へと進行する。一旦露

髄し細菌が感染すると、歯髄炎は不可逆性と

なり自然治癒は期待出来ないため、抜髄が唯

一の治療手段になる。歯髄組織は歯牙象牙質

の代謝に関わりその機能を維持する働きを

もつため、歯髄組織の除去後は歯牙が劣化し

抜歯の可能性が高まる。よって新しい歯髄炎

治療薬の開発が期待されている。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 私達の以前の報告で MMP-3 が非感染性歯髄

炎において細胞増殖、運動、血管新生を誘導

することをラット歯髄炎モデルで示した。よ

って、本研究では感染した歯髄においてMMP-3

が同様の効果を発揮するかを検討するために、

感染の程度が異なるイヌ不可逆性歯髄炎モデ

ルを確立し MMP-3 の効果を検討する。	
 

	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 イヌ不可逆性歯髄炎モデルの確立	
 
雌ビーグル犬（９ヶ月）の大臼歯の歯冠部

を麻酔下で切断し、歯髄を露出し切断する(図
1A)。その後２４時間開放し感染させた歯髄炎、
７２時間開放し感染させた歯髄炎モデルを作
製した。	
 
	
 
(2)	
 イヌ不可逆性歯髄炎モデルへの MMP-3 の	
 
	
 適用	
 

(1)で作製した歯髄炎に 50ng の精製 MMP-3

を適用しリン酸セメントで仮封した(図 1A)。

さらに生理食塩水を適用した歯髄炎を比較対

照群とした。	
 

	
 
(3)	
 組織学的検討	
 
組織学的検討にはイヌ 24 匹、歯牙 78 本を

用いた。抜歯した歯牙は 4%パラホルムアルデ
ヒドで固定し脱灰後パラフィンに包埋し薄
切し切片を作製した。パラフィン切片は HE、
マッソントリクロム染色、免疫染色に用いた。
免疫染色に用いた抗体は BS-1	
 lectin	
 
(Vector	
 Laboratories)、anti-TuJ1(Covance)、
anti-GAP43	
 (Chemicon)、anti-CD68	
 (abcam)、

anti-MHC	
 class	
 II	
 (AbD	
 Serotec)である。1
次抗体反応後 HRPラベル２次抗体を反応させ
diaminobenzidine	
 solution	
 (Vector	
 
Laboratories)で発色した。	
 
	
 
(4)	
 IL-6 および TNFαタンパク量測定	
 
歯髄組織中のIL-6およびTNFαタンパク濃

度を測定するためにイヌ 7 匹から 28 本の歯
牙を用いて歯髄組織を摘出し組織ホモジネ
ートを作製した。組織ホモジネート中の L-6
および TNFαタンパク濃度は ELISA	
 kit	
 (R&D	
 
Systems)を用いて測定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 軽度および重度不可逆性イヌ歯髄炎モデ	
 
	
 ルの確立	
 
歯髄切断後 24 時間開放した歯髄では血管

拡張、好中球の浸潤が切断歯髄直下に観察さ
れた(図 1B)。72 時間開放した歯髄では炎症細
胞の浸潤が歯根中央部まで広がっていた(図
1C)。さらにいずれの歯髄組織も仮封後 14 日
目には壊死していた。以上の結果から 24 時間
開放、72 時間開放歯髄をそれぞれ軽度または
重度不可逆性歯髄炎モデルとした。	
 
 
 

図 1	
 軽度および重度不可逆性歯髄炎モデル
の組織像	
 

	
 
(2)	
 不可逆性歯髄炎モデルでの MMP-3 による	
 
	
 歯髄組織再生	
 
(1)で確立した軽度および重度歯髄炎モデ

ルでの MMP-3 の効果を検討した。軽度歯髄炎
モデルに MMP-3 を処理後、14 および 28 日後
に観察したところ歯髄組織は壊死することな
く再生していた(図 2A)。一方、生理食塩水を
処理した歯髄は 14 日および 28 日後で壊死し
ていた。また MMP-3 処理した重度歯髄炎は軽
度歯髄炎と異なり 14 日目で歯髄組織は壊死
していた(図 2B)。次に、軽度歯髄炎に MMP-3
を処理後 28 日の標本を用いて再生した歯髄
組織の検討を行った。再生歯髄には BS-1 レク
チン陽性の新生血管、TuJ1 または GAP43 陽性
の神経細胞が観察され、マッソントリクロム
染色ではコラーゲンの産生も確認された(図
2C)。	
 



 
 
図 2	
 軽度歯髄炎モデルでの MMP-3 による	
 
	
 	
 歯髄組織再生	
 
	
 

(3)	
 MMP-3 による炎症細胞浸潤の抑制	
 
軽度歯髄炎モデルを用いて、MMP-3 処理後の
治癒の経時変化を観察した(図 3)。MMP-3 処理
後 1日目では切断歯髄直下に炎症細胞の浸潤
が観察されたが、3日および 7日後ではこれ
らの炎症細胞は消失し切断した歯髄より上部
に再生歯髄組織が増殖していた。一方、生理
食塩水を処理した群では炎症細胞浸潤の抑制
は観察されず、7日目で歯髄組織は壊死して
いた。	
 
	
 
	
 
図 3	
 軽度歯髄炎モデルでの経時変化	
 
	
 
さらに、抗 CD68 抗体と抗 MHC	
 class	
 II 抗

体を用いてマクロファージと抗原提示細胞
の局在をそれぞれ検討した。MMP-3 処理後 3
日目の歯髄でマクロファージはコントロー
ルに比較して約 50%程度減少し、7 日目では
ほとんど観察されなかった(図 4A,	
 B)。また、
抗原提示細胞は MMP-3 処理後 3日目の歯髄で
コントロールに比較して約 30%程度減少し、7
日目ではほとんど観察されなかった(図 4C,	
 
D)。	
 
	
 
 

図 4	
 軽度歯髄炎モデルでのマクロファー	
 
	
 	
 ジおよび抗原提示細胞の局在	
 
	
 

(4)	
 MMP-3 による炎症性サイトカイン発現の	
 
	
 抑制	
 
(3)の免疫染色の結果で MMP-3 処理後 3 日

目より炎症細胞浸潤の抑制が観察された。よ
って、MMP-3 処理後 3 日目の歯髄を摘出し組
織ホモジネートを作製し、炎症性サイトカイ
ンIL-6およびTNFαのタンパク量をELISAで
測定した。その結果、IL-6 の発現は MMP-3 処
理によりコントロールと比較して有意に低
下していた(図 5A)。一方、TNFαの発現は変
化が無かった(図 5B)。	
 

 

 
図 5	
 軽度歯髄炎モデル歯髄組織ホモジネー	
 
	
 	
 ト中の IL-6 および TNFαタンパク量	
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