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研究成果の概要（和文）：In vitroでの歯髄炎モデルとして歯髄由来線維芽細胞を炎症サイトカインであるTNFa存在下
で培養を行いMMPの産生を検討した結果、MMP-1, MMP-3の産生が亢進した。MMP-1の生物活性はコラーゲンを基質とした
酵素活性測定により確認した。TNFa刺激による細胞内シグナル伝達分子の各種阻害剤を検討した結果、SP601245がMMP-
3の産生を抑制することを確認した。同様にJNK1とJNK2のRNAiはTNFaによるMMP-3の産生を抑制した。さらにTNFa刺激に
より転写因子であるCREBの活性化が生じること、JNK1/2のRNAiによりこれが抑制されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we examined the molecular mechanism of caries progression caused 
by dentin pulp complex derived MMPs. First, we examined the secretion of MMP-1 and MMP-3 from cultured den
tal pulp fibroblast. Pro-inflammatory cytokine TNFa increased secretion of the MMPs.  We found JNK inhibit
or SP601245 suppressed TNFa induced MMP-3 secretion. Next, to know the key transcription factor for the MM
P-3 production in response to TNFa, we had screened possible transcription factors and found CREB as a can
didate. To elucidate whether the activity of CREB is controlled by JNK1/2, we conducted pharmacological an
d genetic suppression of JNK1/2 and found that suppression of JNK 1/2 resulted in deactivation of CREB. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 象牙質は、リモデリングがなく、抜髄後も
ある程度機能することから、生物活性の低い
組織であると考えられてきた。現在、外部刺
激を受容し、二次象牙質を形成することなど
から「象牙質・歯髄複合体」としてとらえる
ことが、臨床的にも発生学的にも妥当である
と考えられている。さらに最近では、象牙質
にはBMPやTGF-βなどのサイトカインが含ま
れており、脱灰（う蝕、酸処理など）により
溶出し、象牙芽細胞の活性に影響を与えると
の報告がある。また、象牙質にはマトリック
スメタロプロテアーゼ(MMP)が存在するとの
報告やう蝕展開時にこのMMPが有機マトリッ
クス成分を分解するとの報告もある。よって、
主に血中や軟組織での働きが注目されてき
た MMP やサイトカインが、石灰化した象牙質
にも存在し、脱灰によりさまざまな生物活性
を示す可能性が示唆されはじめている。 
 う蝕の病態については、好発部位、進行様
式、病原菌とホストと食事との相互関係、さ
らに再石灰化反応などが明らかになり、う蝕
治療の基盤となっている。しかし、プラーク
付着量や若年者の急性う蝕など説明が困難
な例もあり、生活習慣、う蝕病原菌、歯の石
灰化度、唾液の作用など多くの因子で説明さ
れているが、病態理解がいまだ不十分である。 
 現代の歯科治療において欠かせない接着
修復手技の際、エッチング後に適用される疎
水性のボンディングレジンと象牙質の相性
が悪く、コラーゲン繊維層へのレジンモノマ
ーの浸透を助けるプライマー処理が必要と
なる。これにより強固な接着が可能になる反
面、辺縁漏洩の開始点ともなる。最近、セル
フエッチングプライマーが象牙質に存在す
る MMP を活性化する報告があり、MMP におけ
る樹脂含浸層の破壊を検討する必要がある。 
 我々は、ヒト歯髄由来細胞を用いて TNF-
α刺激が ERK1/2 経路を介して MMP-3 の発現
を促進することを確認した。これは、象牙質
歯髄複合体への外部刺激が、象牙質細胞ある
いは歯髄繊維芽細胞にMMPの産生シグナルと
なる可能性を示唆するものである。脱灰象牙
質・歯髄由来の MMP がう蝕の進行および接着
修復に及ぼす影響を明らかにし、その病態の
詳細を生物学的に理解し直すことが重要で
あると考える。 
  
 
２．研究の目的 
 
う蝕進展の新規病態モデル（機能的モデ

ル）の確立である。本研究により、MMP 阻害
剤による象牙質破壊の制御、接着修復の改良
という臨床的アプローチを可能にし、近年注
目されている抗菌性モノマーの様な機能性
レジンとしての「MMP 阻害モノマー」の開発
に展開することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
 
(1)象牙質から溶出するサイトカイン・MMPの
解析：Western blotting、ゼラチンザイモグ
ラフィー、ELISA、免疫染色により、サイトカ
イン、MMPを測定する。う蝕やエッチングで象
牙質を溶解する主要な酸である乳酸やリン酸
に加えて、その他の無機・有機酸、キレータ
ーなどを用いたタンパク質の溶出を行う。 
 
(2)歯髄によるサイトカイン・MMPの産生と、
それに対する歯髄の反応の検討：外部刺激、
炎症刺激に対する歯髄の反応性を検討する。
歯髄によって産生されたMMPが歯髄の破壊お
よび接着修復の破壊に及ぼす影響を検討ため
の基礎的研究を行う。in vitro歯髄細胞培養
系にて各種刺激下でのサイトカイン・MMPの産
生の変化をウエスタンブロット、ザイモグラ
フィーで検討する。 
 
(3)MMPが象牙質破壊および接着修復に及ぼす
影響を検討：「酸脱灰象牙質とDQコラーゲン
を用いた実験系」：In vitroで脱灰象牙質中
に含まれるMMPがコラーゲン分解に及ぼす影
響を検討するために、本研究に先立って構築
した。酵素によって切断が起こると蛍光を発
する様に標識された細胞外基質であるDQコラ
ーゲンおよびDQゼラチンを脱灰象牙質MMPに
よる分解の基質とするもので、脱灰象牙質 
由来MMPの活性および基質特異性を定量的に
測定する。 
 
(4)MMP阻害剤が象牙質破壊および接着修復に
及ぼす影響を検討：特異性および作用機序の
異なるMMP阻害剤を、上記のDQコラーゲンを用
いた実験系に適用し、MMP阻害剤が象牙質MMP
による基質分解能に及ぼす影響を検討し、MMP
による象牙質の崩壊にどのMMPが、どの程度関
与しているのかを解明する。また、MMP阻害剤
が接着修復に及ぼす影響を検討するために、
MMP阻害剤を適用した象牙質に対し接着修復
を行い、その接着強度は、万能試験機を用い
た引っ張り試験により評価する。 
 
 以上より、脱灰象牙質中の MMP による象
牙質有機成分の分解を DQ コラーゲンを用
いた実験系により可視化・数値化し評価を
行い、象牙質・歯髄複合体の生物活性がう
蝕、接着修復への及ぼす影響の解明につな
げる。 
 
４．研究成果 
 
In vitro での歯髄炎モデルとして歯髄由

来線維芽細胞を炎症サイトカインである
TNFa存在下で培養を行いMMPの産生を検討し
た結果、MMP-1, MMP-3 の産生が亢進した。
MMP-1 の生物活性はコラーゲンを基質とした
酵素活性測定により、同様に確認した。MMP-3
は MMP-1を活性化することが知られているた



め、その産生の詳細なメカニズムを検討した。
TNFa 刺激による細胞内シグナル伝達分子の
各種阻害剤を検討した結果、JNK inhibitor 
である SP601245 が MMP-3 の産生を抑制する
ことを確認した。同様に JNK1 と JNK2 の RNAi
は TNFa による MMP-3 の産生を抑制した。さ
らに TNFa 刺激により転写因子である CREB の
活性化が生じること、JNK1/2 の RNAi により
これが抑制されることを確認した。以上の結
果より、TNFa による MMP-3 の産生は JNK-CREB
経路を介することが示唆された。以上の知見
より JNK-CREB 経路の制御が、歯髄炎におけ
るマトリックス分解をコントロールする重
要な要素であると考えられた。 
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