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研究成果の概要（和文）：窩洞形成に伴う侵襲は、窩洞直下の象牙芽細胞の石灰化の誘導のみな

らず、それよりも内側の歯髄に存在する未分化間葉系細胞にも影響を与え、Wnt/β-catenin 経路

を介して Timp1 の発現を誘導している可能性が明らかとなった。以上の事から, 修復象牙質を

誘導しうる新規生体覆髄材の開発において, TIMP1 はとても有用な分子であることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：TIMP1, which promotes the mineralization of odontoblast and activates 
undifferentiated mesenchymal cells via Wnt/β-catenin pathway in the pulp after cavity preparation, 
might be one of a critical molecule for tertiary dentinogenesis and one of a candidate for a new 
“biological” pulp capping materials. 
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１．研究開始当初の背景 
 

これまで、直接覆髄処置には水酸化カルシ
ウム製剤やレジン系材料が使用されてきた
が、いずれの材料も生体の治癒に大きな影響
を与えるものではなかった。そのため、より
積極的な象牙質再生能を備えた覆髄材が求
められてきており、一つの候補として、修復
象牙質の形成メカニズムに基づく生物学的
な作用を発揮する材料の開発に期待が寄せ
られている。しかし、いまだ修復象牙質を積
極的に誘導するような特異的な分子につい
ては未知のままである。こういった背景から、

申請者らは修復象牙質形成に関与する遺伝
子群の検索をおこなった。ラットに窩洞形成
を行った後の歯髄における遺伝子発現につ
いてマイクロアレイを用いての継時的解析
を行った。その結果、MMP-13 と TIMP-1 の
継続的な発現上昇が認められた。これらの分
子は、創傷治癒や血管新生、そして細胞外マ
トリックスのリモデリングに関与している
との報告があり、修復象牙質の形成にも関与
している可能性は十分に考えられる。 
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 本研究課題は, 生物学的な作用を発揮す
るような覆髄材の開発を念頭に置いた, 修
復象牙質の形成メカニズムの一端を基礎的
研究により明らかにしていこうとするもの
である。申請者らはこれまでに in vivo にお
いて雄性 9 週 Wistar ラットの臼歯に対して
実験的窩洞形成を行い, 歯髄における遺伝
子発現についてマイクロアレイ法を用いた
経時的な解析を行ってきた。その結果, MMP
ファミリー分子 (MMP-13, TIMP-1) の発現が
継続的に上昇していることを見出した。そこ
で, 窩洞形成後の歯髄における MMP-13 と 
TIMP-1 の遺伝子発現の局在を in situ 
hybridization 法にて明らかにすること, そ
してそれら遺伝子の修復象牙質形成時の働
きについて解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) in situ hybridization 法による修復象
牙質形成過程における MMPファミリー遺伝子
の局在についての解析 
① 組織切片の作成 
  ラットに吸入麻酔装置にての全身麻酔下
で, 規格窩洞形成器を用いて上顎第一大臼
歯近心面に窩洞形成を行う。 0, 1, 3, 7, 14
日後に全身麻酔下にて脱血および灌流固定
を行った後, 被験歯を歯槽骨とともに摘出
し, さらに浸漬固定を行う。そして, 脱灰後
にパラフィン包埋し, ミクロトームにて連
続切片を作成する。 
② in situ hybridization 
  ラットの MMP-13 と TIMP-1 の全長 DNA をデ
ータベースにて検索し, 得られた情報から
ジゴキシゲニン標識 RNAプローブを作成する。
そして, 連続切片を脱パラフィン・固定・プ
ロテアーゼ処理・アセチル化処理を行った後, 
ハイブリダイゼーションを行う。その後, ブ
ロッキングを行い, アルカリフォスファタ
ーゼ標識ジゴキシゲニン抗体と反応させる。
基質と反応させて発色させた後, 光学顕微
鏡にて観察し, MMP-13 と TIMP-1 の局在につ
いて経時的に検討する。 
 
(2) TIMP1 が象牙芽細胞様細胞の増殖能、石
灰化能に与える影響 
  マウス象牙芽細胞様細胞株 MDPC-23 を、
1-50ng/ml の TIMP1 のリコンビナントタンパ
クを添加した培地で培養し、WST-1 法にて増
殖能を検討した。また、培養 14 日目に生成
された石灰化物に Alizarin red 染色を施し、石
灰化物の定量を行った。 
 
(3) 窩洞直下歯髄細胞におけるβ-catenin タ
ンパクの免疫組織化学染色法による局在解

析 
① 凍結切片の作成 
  ラット臼歯に窩洞形成を行い, 窩洞形成
直後および 1, 3 日後に脱血および 4%パラホ
ルムアルデヒド溶液にて灌流固定を行う。そ
の後, ギ酸・クエン酸ナトリウム溶液にて脱
灰し, OCT compound に包埋し凍結する。この
凍結試料を凍結クリオスタットにて厚さ
12μm の切片を作成する。 
② 免疫組織化学染色 
  上記凍結切片を抗β-catenin 抗体と反応さ
せた後, 2 次抗体として Cy3-ヤギ抗ウサギ
IgG 抗体と反応させ発色させる。発色後, 蛍
光顕微鏡にて観察を行う。 
 
(4) Timp1 転写開始部位上流領域に対してβ-
cateninタンパクが与える影響の検討 
① サブクローニング 
1) マウス Timp1 のプロモーター領域（転写
開始部位の上流約 2.8kbp）を SacI 切断配列
と XhoI 切断配列をフォワードおよびリバー
スプライマーに付与して mouse genomic DNA
を鋳型として PCR Thermal Cycler により PCR
を行い増幅する。 
2) 増幅された断片を SacI と XhoI で切断後, 
ゲル泳動, 精製し, ホタルルシフェラーゼ
レポーターベクターpGL3basic Vectorの同制
限酵素部位にサブクローニングする。 
② MDPC-23 への遺伝子導入およびルシフェ
ラーゼアッセイ 
1) MDPC-23 を 12 穴細胞培養用プレートに播
種した後, 上記プラスミドを恒常活性型
β-catenin, β-catenin と結合領域を欠く恒
常不活性型TCF4とともにLipofectamine2000 
reagent を用いて遺伝子導入を行う。 
2) 40時間後にLysis Bufferにて細胞溶解し, 
その後 Dual Luciferase Reporter Assay 
System によって処理し, ルミノメーターを
用いて発光量を計測する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ラット臼歯に窩洞形成を行った後の歯
髄における MMP-13 と TIMP-1 の遺伝子発現の
局在について in situ hybridization 法にて
解析した結果, ラット臼歯窩洞直下の歯髄に
おいて、窩洞形成後３日目に Mmp13 の発現
認められた。また, 窩洞形成直後および１日
後, ３日後に Timp1 の発現が確認された。特
に Timp1 は, Mmp13 と比較して広い領域に継
続して発現しており, 歯髄の治癒に与える影
響がより大きいものと推測された。 
 



 

 

(2) in vitro においてマウス象牙芽細胞様

細胞株 MDPC-23 を TIMP1 添加条件下で培養

したところ , 増殖能に関しては添加した 
TIMP1 の濃度依存的に抑制傾向を示し, 石灰

化は 50 ng/ml の TIMP1 を添加することで

有意に促進された。これらのことから, TIMP1 
が修復象牙質の石灰化に関与している可能

性が示唆された。 
 
 

 

 

(3) また, これまでに骨芽細胞の分化の際に 

Timp1 の転写を Wnt/β-catenin 経路が制御

していること, および骨折時や軟骨組織が機

械的な刺激を受けた時に Wnt/β-catenin 経

路が活性化されることが報告されている。そ

こで、免疫組織化学法により、β-catenin タ

ンパクの局在について検索したところ、

β-catenin の核内移行(黄色)が窩洞直下歯髄

において観察され、窩洞形成の刺激によって

Wnt/β-catenin 経路が活性化されることが

示された。 
 

 
(4）さらに, Timp1 のプロモーター解析をお
こなった結果, β-catenin と TCF4 の結合領
域を欠失させると OD-21において転写が有意
に抑制されることが確認された。すなわち, 
未分化な細胞は Wnt/β-catenin 経路の影響
を大きく受けることが明らかとなった。 

 
以上の研究結果から, 窩洞形成に伴う侵襲

は, 窩洞直下の象牙芽細胞のみならず, それ
よりも内側の歯髄に存在する未分化間葉系
細胞にも影響を与え, Wnt/β-catenin 経路を
介して Timp1の発現を誘導することを明らか
にした。これらの研究成果により, 修復象牙
質の形成メカニズムの一端が明らかとなり, 



 

 

研究目標に対して十分な研究成果が得られ
たと考えている。 
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