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研究成果の概要（和文）：象牙質基質タンパク（DMCs）はMMPなどの酵素によって分解を受けるが、その分解産物が歯
髄細胞の様々な機能を促進し、さらに象牙質-歯髄複合体の創傷治癒も促進することが本研究により明らかとなった。
特にMMP20により分解を受けたDMCsは他のMMP分子により分解されたDMCsと比較して、歯髄の創傷治癒をより促進するこ
とが明らかとなった。そこで、MMP20により分解されたDMCs分解産物のプロテオーム解析を行ったところ、歯髄の創傷
治癒促進に有効な可能性のある8種のタンパクが同定された。以上の結果より、これらの分子は将来的に生物学的根拠
に基づく覆髄剤として使用できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Dentin matrix components (DMCs) can be degraded by proteinase like MMP molecules. 
Degraded DMCs by MMPs were found to promote the various functions of pulpal cells in vitro and also 
promote the wound healing process of dentin-pulp complex in vivo from the results of this study. 
Especially, degraded DMCs induced by MMP20 showed higher healing ability compared to other MMP molecules. 
To identify the components of the degraded DMCs by MMP20, proteome analysis was performed and eight 
candidate proteins were acquired from the analysis. From these results, the candidate molecules had 
possibilities to promote pulpal repair process and development of true biological pulp capping agent 
might be possible in the near future.

研究分野：保存治療系歯学

キーワード： 歯学　覆髄　象牙質　歯髄　再生

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 象牙質は 70％の無機質、20％の有機質と
10％の水から構成されており、有機質は主に
I 型コラーゲン、糖タンパク、プロテオグリ
カンなどを含有している。その有機成分の象
牙質基質タンパク中には象牙質の石灰化に
関わる SIBLING分子や、成長因子、さらに
はMatrix Metalloproteinase （MMP）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, J Biol Chem, 1993)。 
象牙質がう蝕に罹患すると、細菌が産生す
る酸により無機質は脱灰される。同時に、象
牙質中の有機質も細菌由来の酸やプロテア
ーゼ、さらには象牙質中の内因性MMPなど
のプロテアーゼなどによっても侵襲を受け
ると考えられる。 
 一方、腎臓や皮膚等の組織において、細胞
外基質に存在するタンパクが酸やプロテア
ーゼによって傷害を受けると、その分解産物
が細胞増殖や血管新生などを促進し、創傷治
癒に影響を与えることが報告されている
（Reing, Tissue Eng, 2009, Brennan, J 
Tissue Eng Regen Med, 2008）。興味深いこ
とに、象牙質も細胞外基質タンパクを有して
おり、さらにう蝕罹患時には、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
ける可能性が高いため、上記の臓器と類似し
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に認められず、う蝕など
の非生理的刺激により急速に形成される第
三象牙質の誘導メカニズムについても未だ
に不明である。 
 そういった状況をふまえ、申請者らはこれ
までに第三象牙質形成に関与する分子の網
羅的検索を行い、Mmp3、Mmp13、Tissue 
Inhibitor of Metalloproteinase 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、さらに Timp1 が
第三象牙質形成に重要な役割を果たしてい
ることを解明した（Yoshioka, Takahashi, J 
Biochem, 2013）。また、MMP分子が歯髄の
みならず、象牙質の基質タンパク中に存在す
ることに着目し、細菌性の酸やプロテアーゼ
による侵襲とともに、象牙質中のMMP分子
が基質タンパクを分解、断片化することで、
より高活性のペプチドとして機能し、歯髄の
治癒を促進する可能性があると考え、MMP
分子をヒト象牙質基質タンパクに作用させ
たところ、象牙質基質タンパクは分解され、
分解されたタンパクは歯髄細胞の増殖や石
灰化を促進することも明らかにした。 
 しかし、もっと多面的な歯髄治癒への影響
の検討が必要と考えられることや、分解され
た象牙質基質タンパクの詳細な性質につい
ては全く不明であり、基質タンパクのどの部
分が分解され、どのようなタンパクもしくは
ペプチドとなることで歯髄細胞の機能向上
に働いているかを解明できれば、本当の生物

学的根拠に基づいた覆髄材の開発が可能に
なると考え、本研究の着想を得た。 
２．研究の目的 
 象牙質基質タンパクの分解産物が歯髄細
胞に与える影響を詳細に検討するとともに、
MMP 分子により分解されたタンパクプロフ
ァイルについて検討し、分解されたタンパク
の同定ならびにその機能評価を行うことを
目的とした。 
３．研究の方法 
1．象牙質基質タンパク分解産物が歯髄細胞
の機能に与える影響の検討 
 申請者らが分離した、ヒト象牙質基質タン
パク（Dentin Matrix Components; DMCs）
に対して、各種MMP分子を作用させ、DMCs
分解産物を生成した。本研究で用いた DMCs
は英国 National Research Ethics Serviceに
より承認を受けた（承認番号: 90/H0405/33）。
その DMCs分解産物が、ラット歯髄初代培養
細胞（Rat Pulp Primary Cells: RPPCs）の
遊走能ならびにヒト臍帯静脈内皮細胞の血
管新生能に与える影響について検討を行っ
た。本研究は大阪大学大学院歯学研究科動物
実験委員会の承認下で実施した (承認番号：
動歯 23-005-1)。 
(1) 遊走能の検討 
 DMCs 分解産物が歯髄細胞の遊走能に与
える影響を検討するため、Scratch wound 
assay を行った。RPPCs を培養皿に播種し、
10% FBS含有α-MEM中にて培養後、細胞
増 殖 を 抑 制 す る 目 的 で 10 µg/ml 
mitomycin-Cを添加し、1時間反応させた後、
ピペットチップにてディッシュ底部に傷を
作成し、分解 DMCs含有培地もしくは非分解
DMCs 含有培地中にて 36 時間培養した。細
胞の移動量を、傷作成直後と 36 時間培養後
の細胞の縁端部の距離の差を等間隔の 8点に
ついて測定し、平均値を算出した。細胞移動
量の測定および解析には画像解析ソフト 
(Image J, NIH) を用いた。なお、傷作成後
RPPCsを 1% FBS含有培地中にて 36時間培
養したものをコントロールとした。試料数は
各条件につき 3とした。 
(2) 血管新生能 
 ヒト血管内皮細胞と繊維芽細胞の共培養
を行い、血管管腔形成初期段階となったとこ
ろに DMCs 分解産物を培地に添加してさら
に培養を行い、管腔形成の観察を行った。10
日後に形成された管腔を CD-31 抗体もしく
は von Willebrand Factor抗体を用いて染色
を行い、管腔形成量を可視化し、その量を血
管新生定量ソフトウェア（KSW-5000U,クラ
ボウ）を用いて定量解析を行った。陽性対照
には VEGFを含有した培地を用い、陰性対照
には、非分解 DMCs含有培地を用いたものお
よび、VEGF に血管新生抑制因子 Suramin
を加えたものを用いた。 
2. 象牙質基質タンパク分解産物が象牙質-歯
髄複合体の創傷治癒に与える影響の検討（in 
vivo） 
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