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I. 緒言 

 

現在の歯科臨床で、う蝕除去後や窩洞形成時に露髄が認められた際に、直接

覆髄剤 (材) として水酸化カルシウム製剤や Mineral Trioxide Aggregate (MTA) 

などのケイ酸カルシウム系セメントなどが用いられている 1)。しかし、上記の材

料を使用した場合でも歯髄を保存できる可能性は決して高いものではなく、成

功率について Bjørndal らは 30%～40% 2)、Aguilar ら 3)、Mente ら 4) は 60%～70%

程度と報告をしている。覆髄の臨床成績をさらに向上させ、歯髄の保存をより

確実なものとするため、既存の覆髄剤の機械的、化学的性質の向上や操作性の

改善などの性能の向上を目指す研究 5-7)や、成長因子やエナメル関連タンパク、

象牙質シアロタンパクなどを覆髄剤に含有させて応用する試みなどがこれまで

におこなわれている 7-11)。 

一方、歯の発生過程において上皮組織と間葉組織と相互作用の結果、分化誘

導される象牙芽細胞によって形成される原生象牙質の形成メカニズムに関する

報告は比較的多く認められる 12-15)ものの、歯の成熟後、後天的にう蝕や外傷な

どの結果、上皮間葉相互作用を伴わず間葉組織のみから分化誘導される象牙芽

細胞様細胞によって形成される第三象牙質に関する報告はあまりなく 16, 17)、第

三象牙質の詳細な形成メカニズムは現在も明らかとなっていない。したがって、
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現在用いられている覆髄剤は象牙質-歯髄複合体の創傷治癒機転に基づくもので

はなく、成長因子などを含む覆髄剤も第三象牙質の形成メカニズムが明らかと

なっていない以上、正しく効果を発揮しているとは考えにくい。また、う蝕の

存在する歯において積極的な治療をおこなっていなくても、エックス線写真に

おいてう蝕病巣直下の歯髄腔が狭窄し、第三象牙質が形成されている現象に臨

床では高頻度に遭遇する。そのような現象を人為的に促すことができれば、最

良の覆髄法になりうると考えられ、この現象を誘導できるような、生物学根拠

に基づく覆髄剤が理想的であるとの発想を得た。 

本研究では、第三象牙質の形成を促進、誘導する因子が象牙質中に含まれる

と考え、特に象牙質の約 20% 程度を占める有機成分に含まれる象牙質基質 18-20) 

(Dentin matrix components: DMCs) に着目した。 

ところで、骨や腎臓、皮膚などの全身の組織において細胞外基質 (Extracellular 

matrix: ECM) が酸や酵素などによって分解を受け、分解された ECM によって各

組織の創傷治癒が促進されることが報告されている 21-27)。前述した象牙質中の

有機成分は、原生象牙質形成過程終了後に残留したものであり 28)、これらは歯

髄にとっての細胞外基質として機能していると考えられるため、う蝕に罹患し

た象牙質においても、DMCs がう蝕関連細菌由来の酸や象牙質に内因性に存在す

る酵素によって分解を受け、分解された DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒
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を促進する可能性がある。これまでに酸によって分解された DMCs が歯髄細胞

の機能を促進することが報告されている 29)。しかし、酵素によって分解された

DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に与える影響を評価した報告は認められ

ない。また、窩洞形成後のラットの歯髄において発現している遺伝子を解析し

たところ、窩洞直下の歯髄細胞において Matrix metalloproteinase (MMP) 分子の

遺伝子発現の上昇が認められ、象牙質 -歯髄複合体の創傷治癒に Matrix 

metalloproteinase (MMP) 分子が関わっている可能性が報告されている 30) が詳細

はいまだに不明である。MMP 分子は ECM の分解やリモデリングを通して、全

身組織の創傷治癒に関わっている 31, 32) ことから、同様のメカニズムで MMP 分

子によって分解された DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に影響を与えてい

る可能性は十分に考えられる。 

そこで本研究では、生物学的な創傷治癒機転に基づく覆髄剤の開発を念頭に、

象牙質-歯髄複合体に内因性に存在している MMP 分子によって分解された

DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に与える影響を、ラット歯髄初代培養細

胞を用いて in vitro で検討するとともに、ラット臼歯を用いた直接覆髄実験にて

in vivo で検討した。 
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II. MMP 分子により分解された象牙質基質がラット歯髄初代培養細胞に与える

影響の in vitro での検討 

 

1) 目的 

象牙質-歯髄複合体に存在が確認されている各種 MMP 分子によって分解された

象牙質基質が歯髄の創傷治癒過程で重要と考えられる、血管新生、細胞遊走およ

び走化性、細胞増殖、分化、石灰化の各過程に対して与える影響を in vitro におい

て検討をおこなった。 

 

2) 材料および方法 

① 象牙質基質の精製と MMP 分子による分解 

象牙質基質 (Dentin Matrix Components: DMCs) の精製は Tomson ら 33) の方法

に準じておこなった。ヒト象牙質粉末をプロテアーゼ阻害剤  (10 mM 

n-ethylmaleamide (Sigma Aldrich, Poole, 英 国 ) お よ び 5 mM      

Phenyl-methyl-sulphonyl fluoride (Sigma Aldrich)) と、10% EDTA 溶液中で 4°C に

て 24 時間反応させ、3000rpm で 10 分間遠心分離を行い、有機成分の溶出した上

清を回収後、再度 EDTA 溶液を追加し、14 日間反応させた。その後、回収した
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上清を蒸留水にて透析、凍結乾燥したものを非分解象牙質基質 (非分解 DMCs)

とした。 

得られた非分解 DMCs を PBS に溶解し、歯髄および象牙質において存在が確

認されており、象牙質-歯髄複合体の創傷治癒促進に効果の期待される 34) リコン

ビナント MMP 分子 (MMP1, MMP2, MMP3, MMP8, MMP9, MMP13 (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA), MMP20 (フナコシ, 東京)) と 37°C にて 1 時間も

しくは 24 時間反応させたものを分解象牙質基質 (分解 DMCs) とした。 

なお、本研究で用いたヒト象牙質由来の DMCs は英国 National Research Ethics 

Service に承認を受け、研究を実施した (承認番号 90/H0405/33)。 

 

② 分解 DMCs のタンパクプロファイルの観察 (SDS-PAGE) 

MMP 分子により分解された DMCs のタンパクプロファイルを SDS-PAGE に

て解析をおこなった。 

PBS に溶解させた 1 mg/ml DMCs を 500 µl に対して、50 µg/ml の各種 MMP

分子 20 µl を添加したものを分解 DMCs、PBS に溶解させた 1 mg/ml DMCs に

MMP 分子を添加しなかったものを非分解 DMCs として、37°C にて 1 時間もし

くは 24 時間の条件で反応させた。各試料を 1 mg/ml の濃度で loading buffer (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, 米国) に溶解し、70°C にて 10 分間温熱処理をおこな
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い、4% -12% Bis-tris gel  (Life Technologies) に 200V で 40 分間電気泳動をおこ

なった。その後、銀染色 (Silver Express®, Life Technologies) を施し、観察をおこ

なった。 

なお、MMP 分子単体を PBS に溶解させたものを 37°C にて 1 時間もしくは 24

時間静置したものをコントロールとして用いた。 

  

③ 血管新生能の評価 

分解 DMCs が血管新生能に与える影響について、血管新生キット(Kurabo, 大

阪) を用いて検討した。24 穴細胞培養プレート (Kurabo) に管腔形成初期段階の

ヒト臍帯静脈内皮細胞とヒト線維芽細胞を、0.01～1 µg/ml 分解 DMCs もしくは

0.01～1 µg/ml 非分解 DMCs を含有した血管新生専用培地中 (Kurabo) にて 11 日

間共培養をおこなった。なお、1 µg/ml よりも高い DMCs 濃度では細胞毒性を示

すことが予備実験で明らかとなっていたため、以降の実験ではDMCs濃度を 0.01

～1 µg/ml の範囲で評価した。 

11 日間の培養後、血管内皮細胞のマーカーである CD31 に対する免疫組織化

学的染色を、管腔染色キット (Kurabo) を用いておこなった。培地を吸引後、-20°C

に冷却した 70% エタノールを添加し、30 分間固定をおこなった。固定液を除去

後、1% Bovine serum albumin (Sigma Aldrich) 含有 PBS にてブロッキングを行い、
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1 次抗体 (mouse ant-human CD31, Kurabo) を添加し、37°C で 60 分間反応させた。

その後、1 次抗体を吸引しブロッキング液にて洗浄後、2 次抗体 (Goat anti-mouse 

IgG AlkP Conjugate, Kurabo) を添加し、37°C で 60 分間反応させた。反応終了後、

5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt/nitro-blue tetrazolium chloride 

溶液 (Kurabo) を加え発色させた。光学顕微鏡下にて画像を撮影し、画像解析ソ

フト (血管新生定量ソフトウェア Ver. 2, Kurabo) を用いて新生血管管腔面積を

計測し定量化した。なお血管新生専用培地に DMCs を非添加のもの、もしくは 2 

μg/ml Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) を添加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。 

 

④ ラット歯髄初代培養細胞の調整と培養 

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)。 

6 週齢雄性 Wistar 系ラット (日本クレア, 東京) より歯髄細胞を回収した。実

験動物にペントバルビタールナトリウム (ソムノペンチル®) を腹腔内に過剰投

与 (200mg/kg) することにより屠殺した。その後、上下顎切歯を顎骨内から摘出、

#12 メスにて歯牙を分割し、歯髄組織を回収した。回収した歯髄組織を#15 メス

にて細切し、Trypsin-EDTA (Sigma Aldrich) にて処理を行い、セルストレーナー
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を用いて軟組織を除去後、細胞培養プレート (Becton Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ, 米国) にて 20% ウシ胎仔血清 (FBS, Sigma Aldrich) および

10 μg/ml Penicillin-Streptomycin (Sigma Aldrich) を添加した α-MEM (Life 

Technologies) を用い、37°C、5% CO2 気相下で培養を開始した。その後、2～3

日毎に培養液を交換しながらセミコンフルエントになるまで、約 10 日間培養を

おこなった。続いて、Trypsin-EDTA 処理をおこない、付着細胞を回収し、ラッ

ト歯髄初代培養細胞 (Rat Pulp Primary Cells: RPPCs) として以降の実験に供した。    

 

⑤ 細胞遊走能の評価 

分解 DMCs が歯髄細胞の遊走能に与える影響を検討するため、図 1 に示す

Scratch wound assay をおこなった。RPPCs を 6 穴細胞培養プレート (Becton 

Dickinson and Company) に播種し、10% FBS 含有 α-MEM 中にてセミコンフルエ

ントになるまで培養後、培地中の FBS を 1%に変更し、さらに 24 時間培養した。  

その後、細胞増殖を抑制する目的で 10 µg/ml mitomycin-C (Calbiochem, San Diego, 

CA, 米国) を添加した 1% FBS 含有 α-MEM に培地を交換し、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、PBS にて非接着細胞を

除去し、1% FBS と 0.01～1 µg/ml 分解 DMCs 含有 α-MEM もしくは 1% FBS と

0.01～1 µg/ml 非分解 DMCs 含有 α-MEM を 6 穴細胞培養プレートに注入、36 時

12 
 



間培養した。細胞の移動量を、傷を作成した直後と 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顕微鏡画像および画像解析ソフト (Image J, NIH) を用い

た。なお、傷作成後 RPPCs を 1% FBS 含有 α-MEM 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。 

 

⑥ 細胞走化性の評価 

前項の Scratch wound assay では評価できない細胞の走化性を Trans well assay 

(Cytoselect®, Cell Biolabs, San Diego, CA, 米国) 35) を用いて検討した。図 2 で示す

ように、upper chamber に 1% FBS 含有 α-MEM とともに 2×104 cells /well になる

よう調整した RPPCs を播種し、直径 8 µm ポリカーボネート製メンブレンイン

サートで隔てられた lower chamberに 1% FBS と 0.01～1 µg/ml 分解 DMCs を添加

した α-MEM もしくは 0.01～1 μg/ml 非分解 DMCs を添加した α-MEM を加え、

37°C、5% CO２気相下で 2 時間培養後、メンブレンを通過して、lower chamber

に移動した細胞を detachment buffer を加え 30 分間作用させることで剥離し、

CyQuant® GR dye (Cell Biolabs) を添加し 20 分間静置することで蛍光染色をおこ

なった。その後、蛍光強度 (485 nm/535 nm) をマイクロプレートリーダー 

(ARVO MX, Perkin Elmer, Waltham, MA, 米国) を用いて測定することにより細
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胞走化性を定量化した。なお、lower chamber に 1% FBS 含有 α-MEM を加えたも

のコントロールとした。試料数は各条件につき 8 とした。 

 

⑦ 細胞増殖能の評価 

分解 DMCs が歯髄細胞の増殖能に与える影響を検討するため、1.0×104 

cells/wellになるよう調整したRPPCsを96穴細胞培養プレート (Becton Dickinson 

and Company) に播種し、1% FBS と 0.01～1 µg/ml 分解 DMCs もしくは 0.01～1 

μg/ml 非分解 DMCs を添加した α-MEM 中にて 37°C、5% CO2 気相下で 5 日間培

養した。 培地は 3 日目に一度交換した。培養終了後、WST-1 試薬 (Roche, Basel, 

スイス) 32)を培養上清中に添加し、37°C、5% CO２気相下にて 1 時間培養した。

さらに、室温にて 1 分間振盪した後に、450 nm における吸光度をマイクロプレ

ートリーダー (ARVO MX) にて測定した。なお、RPPPCs を 1% FBS 含有 α-MEM

中にて培養したものコントロールとした。試料数は各条件につき 6 とした。 

 

⑧ Alkaline Phosphatase (ALP) 活性の評価 

分解 DMCs が歯髄細胞の分化能に与える影響を検討するため、ALP 活性の測

定をおこなった。5.0×104 cells/well になるよう調節した RPPCs を 24 穴細胞培養

プレート (Becton Dickinson and Company) に播種し、50 µg/ml アスコルビン酸 
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(Sigma Aldrich)、10 mM β-グリセロリン酸 (Sigma Aldrich) を加えた 10% FBS 含

有 α-MEM に 0.01～1 µg/ml 分解 DMCs もしくは 0.01～1 μg/ml 非分解 DMCs を添

加し 7 日、もしくは 14 日間培養した。 

その後、Alkaline Phosphate Substrate Kit (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, 米

国) を用いて ALP 活性を測定した。それぞれの培養期間終了後、PBS を加え洗

浄し、0.02% Triton X-100 (和光純薬工業, 大阪) 含有 PBS を添加した。凍結融解

法にて得られた細胞上清 20 µL に p-nitrophenyl-phosphate (Sigma Aldrich) 80 µL 

を加え、37°C にて 30 分間反応させた後、100 µL の 0.4 N 水酸化ナトリウム溶

液 (和光純薬工業) を加えて反応を停止させた。反応溶液の 405 nm における吸

光度をマイクロプレートリーダー (ARVO MX) にて測定し、検量線を用いて

p-nitrophenol 量を測定した。さらに、BCA アッセイ (BCA Protein assay Kit®, Life 

Technologies) を用いて上清のタンパク濃度を測定し、ALP 活性 (µmol/min/mg) 

を算出した。なお、RPPCs を 50 µg/ml アスコルビン酸と 10 mM β-グリセロリン

酸を加えた 10% FBS 含有 α-MEM 中にて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 6 とした。 

 

⑨ 石灰化能の評価 

分解 DMCs が歯髄細胞の石灰化能に与える影響を評価するためにアリザリン
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レッド染色をおこなった。5.0×104 cells/well になるよう調節した RPPCs を 24 穴

細胞培養プレート (Becton Dickinson and Company) に播種し、50 µg/ml アスコル

ビン酸 (Sigma Aldrich)、10 mM β-グリセロリン酸 (Sigma Aldrich) を加えた 10% 

FBS含有α-MEMに0.01～1 µg/ml分解DMCsもしくは0.01～1 μg/ml非分解DMCs

を添加し、21 日間培養をおこなった。培地交換は 2～3 日ごとにおこなった。 

培養終了後、培地を除去し、10% 中性緩衝ホルマリン溶液にて 15 分間固定し

た後、アリザリンレッド溶液 (PG リサーチ，東京) を用いて 30 分間染色をおこ

なった。その後水洗し、5% ギ酸にて石灰化物を溶出し、405 nm における吸光

度をマイクロプレートリーダー (ARVO MX) にて測定することで定量化した 

(石灰化定量キット, PG リサーチ) 。なお、RPPCs を 50 µg/ml アスコルビン酸と

10 mM β-グリセロリン酸を加えた 10% FBS 含有 α-MEM 中にて培養したものを

コントロールとした。試料数は各条件につき 6 とした。 

 

⑩ 統計学的解析 

上記の実験において統計学的有意差検定に One way ANOVA および 

Tukey-Kramer test を用いて危険率 5%で評価した。 
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3) 結果 

① 分解象牙質基質タンパクプロファイルの観察 (SDS-PAGE) 

MMP1 と MMP2 によって分解を受けた DMCs のタンパクプロファイルを図 3

に示す。MMP1 と DMCs を 1 時間 (図 3-A①) もしくは 24 時間 (図 3-A②) 反応

させると、非分解 DMCs  (図 3-A③) と比べて、図 3-A の矢印で示すように分

子量の小さいバンドが出現し、DMCs は MMP1 によって分解を受けることが観

察された。また、MMP1 と DMCs の反応時間は 1 時間 (図 3-A①) に比べて 24

時間 (図 3-A②) の方で DMCs の分解が進み、より分子量の小さいバンドが観察

された。MMP1 のみを PBS に添加後、1 時間経過後 (図 3-A⑤) もしくは 24 時

間経過 (図 3-A⑥) した試料では、1 時間経過後では MMP1 と思われるバンドが

観察されたが、24 時間経過後では、同様のバンドは検出されなかった。 

MMP2 を用いた場合でも DMCs は分解されることが確認され (図 3-B, 矢印)、

MMP1 と同様に反応時間が 1 時間の場合に比べて 24 時間の方がより分解が進む

ことが観察された (図 3-B①, ②)。 

なお、反応時間が 24 時間以上の場合についても同様の実験をおこなったが、

反応時間が 24 時間のものとバンドの位置は変わらなかった。さらに、他の MMP

分子ではMMP1やMMP2と得られたバンドの位置は異なるもののDMCsが分解

されたタンパクプロファイルが観察された 。 
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② 血管新生能の評価 

MMP分子によって分解を受けたDMCsが血管新生能に与える影響について検

討をおこない、血管内皮細胞のマーカーである CD31 を用いて免疫染色後、新生

血管管腔面積を定量化したグラフ (図 4) を示す。 

1 µg/ml の濃度の MMP1、MMP2 および MMP3 により生成された分解 DMCs

は非分解 DMCs と比較して血管新生能を促進した (図 4) (p<0.05)。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は血管新生能に影響を与えなかった 

(p>0.05)。 

 

③ 細胞遊走能の評価 

細胞遊走能を評価するために Scratch wound assay にて検討をおこなった結果、 

1 µg/ml の MMP1 (図 5-A)、MMP3 (図 5-B) および MMP9 (図 5-C) により生成さ

れた分解DMCsは非分解DMCsと比較してRPPCsの遊走能を促進した (p<0.05)。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は細胞遊走能に影響を与えなかった 

(p>0.05)。 

 

④ 細胞走化性の評価 

MMP 分子によって分解を受けた DMCs が細胞走化性に与える影響について
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Trans well assay にて検討をおこなった結果、1 μg/ml の MMP1、 MMP3、 MMP9

および MMP20 により生成された分解 DMCs は非分解 DMCs と比較して RPPCs

の細胞走化性を促進した (p<0.05) (図 6)。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は細胞走化性に影響を与えなかった 

(p>0.05)。 

 

⑤ 細胞増殖能の評価 

MMP 分子によって分解を受けた DMCs が細胞増殖能に与える影響について

WST-1 法を用いて検討した結果、1 μg/ml の MMP1 (図 7-A)、MMP8 (図 7-B)、 

MMP9 (図 7-C) および MMP13 (図 7-D) により生成された分解 DMCs は RPPCs

の細胞増殖能を促進した (p<0.05)。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は細胞増殖能に影響を与えなかった 

(p>0.05)。 

 

⑥ ALP 活性の評価 

MMP分子によって分解を受けたDMCsが細胞分化に与える影響について検討

した結果、培養 7 日目において MMP1 (図 8-A) および MMP20 (図 8-B) により

生成された分解 DMCs は非分解 DMCs と比較して RPPCs の ALP 活性を促進し
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た (p<0.05)。また、培養 14 日目では、MMP1 (図 8-C) 、MMP20 (図 8-F) に加え

MMP9 (図 8-D)、MMP13 (図 8-E) により生成された分解 DMCs は RPPCs の ALP

活性を促進することが示された (p<0.05) 。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は細胞分化に影響を与えなかった (p>0.05)。 

 

⑦ 石灰化能の評価 

MMP分子によって分解を受けたDMCsが石灰化能に与える影響について検討

し、アリザリンレッド染色像 (図 9-A, B, E, F) ならびに石灰化物を定量化したグ

ラフを示す (図 9 -C, D, G, H)。 

MMP1、MMP9、MMP13 および MMP20 により生成された分解 DMCs は非分

解 DMCs と比較して RPPCs の石灰化能を促進した (p<0.05)。 

他の MMP 分子による分解 DMCs は石灰化能に影響を与えなかった (p>0.05)。 

 

4) 小括 

MMP分子により生成された分解DMCsは歯髄細胞の様々な機能を促進するこ

とが示された (図 10)。MMP1、MMP2、MMP3 による分解 DMCs が血管新生能

を促進し、MMP1、MMP3、MMP9、MMP20 による分解 DMCs が細胞遊走能・

走化性を促進した。また、MMP1、MMP8、MMP9、MMP13 による分解 DMCs
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が細胞増殖を促進し、MMP1、MMP9、MMP13、MMP20 による分解 DMCs が細

胞分化ならびに石灰化を促進した。これらの結果から、分解 DMCs は象牙質-歯

髄複合体の創傷治癒の各過程において時期特異的に働く可能性が示唆された。 

しかし、in vitro の実験では、創傷治癒の各過程における評価はできても、生

体内での複雑な過程を経る創傷治癒モデルを再現するのは困難である。そこで、

歯髄の創傷治癒の全過程に対してどの MMP 分子が有効であるかを検討してい

く必要がある。 
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III. MMP 分子により分解された象牙質基質がラット象牙質-歯髄複合体の創傷治

癒に与える影響の in vivo での検討

 

1) 目的  

これまでの in vitro の実験で得られた結果において、どの MMP 分子で分解され

た DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒にもっとも効果的であるかについて、さ

らに詳細な検討をおこなうため、象牙質-歯髄複合体の創傷治癒の全過程に分解

DMCs が与える影響を検討することができると考えられるラット臼歯に窩洞形成

後、分解 DMCs を用いて直接覆髄をおこない、第三象牙質の形成に与える影響を

in vivo で検討した。 

 

2) 材料および方法 

①分解象牙質基質によって誘導された第三象牙質の病理組織学的評価 

8 週齢雄性 Wistar 系ラットにペントバルビタールナトリウム (30 mg/kg) の腹

腔内注射による全身麻酔を施し、引き続いて術後疼痛緩和のためにカルプロフ

ェン (リマダイル®) (3 mg/kg)の投与をおこなった。窩洞形成は Yoshioka ら 29)、

Tran ら 37) の報告に準じておこなった。左右上顎第一臼歯に対して、電気エンジ

ン (VIVAMATE G5, NSK, 栃木) に装着した#1 ラウンドバー (Dentsply Maillefer, 
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Ballaigues, スイス) を用いて、咬合面より露髄するような窩洞を形成した。露髄

面を生理食塩水 (大塚製薬, 東京) で洗浄し、止血を確認後、0.01～1 µg/ml の濃

度に調整した分解 DMCs および非分解 DMCs をゼラチンスポンジ (スポンゼル

®, アステラス製薬, 大阪) に 20 μl 浸漬させた後、直接覆髄をおこなった。その

後、グラスアイオノマーセメント (FUJI IX®, GC, 東京) にて充填をおこなった。

窩洞形成から 4 週間経過後に、実験動物にペントバルビタールナトリウムを腹

腔内に過剰投与することで屠殺した。続いて、マイクロ CT (R_mCT2, RIGAKU, 

東京) を用いて、被験歯の断層撮影をおこない、肉眼では判別しにくい仮封の脱

離の有無を確認した。撮影条件は管電流 90 kV、管電流は 160 µA、スライス幅

は 10 μm に設定した。仮封の脱離を認めた試料については評価の対象から除外

した。 

その後、実験動物を 4% パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液 (ナカライテス

ク, 京都) にて灌流固定を行い、被験歯である上顎第一臼歯を含む上顎骨を摘出

し、軟組織を除去後、同固定液でさらに 12 時間浸漬固定後、10% ギ酸-クエン

酸溶液中にて 1 週間の低温脱灰をおこなった。脱灰終了後、上昇アルコール系

列で脱水、パラフィン包埋をおこない、厚さ 5 μm の連続切片をミクロトーム 

(RM 2155, Leica, Wetzlar, ドイツ) にて作成し、ヘマトキシリン-エオジン (H-E)

染色をおこなった。 
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病理組織学的評価は光学顕微鏡下にて Dentin bridge の形成量を対象におこな

った。病理組織学的評価の基準は Kiba らの報告 38) を参考に作成したものを使用

した (図 11)。なお、ゼラチンスポンジに PBS を 20 μl 浸漬させ直接覆髄をおこ

なったものをコントロールとした。試料数は各条件につき 6 とした。 

 

③ 統計学的解析 

本実験では、Kruskal-Wallis test および Steel-Dwass test を用いて、危険率 5%に

て統計学的有意差を検討した。 

 

3) 結果 

図12に直接覆髄から4週間経過後のH-E染色像を示す。MMP1、MMP9、MMP13 

および MMP20 により生成された分解 DMCs で直接覆髄をおこなった試料はコ

ントロールと比較して有意に Dentin bridge の形成が認められた (表 1) (p<0.05)。

その中でも MMP20 により生成された分解 DMCs を用いて直接覆髄をおこなっ

た場合、露髄部を 2/3 以上、あるいは全体を覆う第三象牙質の形成が認められ、

かつ象牙細管構造を有する第三象牙質の形成が認められた (図 13, 矢印)。一方、

MMP1、MMP9 および MMP13 により生成された分解 DMCs を用いた場合は、コ

ントロールと比較すると Dentin bridge の形成は認められるものの露髄部を完全
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に覆うことは少なく、形成された第三象牙質に細管構造などは観察されなかっ

た。また、MMP2、MMP3、MMP8 による分解 DMCs および非分解 DMCs を用

いた試料では Dentin bridge の形成はわずかに認められただけであった (表 1)。 

 

4) 小括 

In vivo の実験系にて、どの MMP 分子による分解 DMCs が最も象牙質-歯髄複

合体の創傷治癒に対して効果があるのか検討した結果、MMP1、MMP9、MMP13

および MMP20 により生成された分解 DMCs は、非分解 DMCs と比較して第三

象牙質の形成を有意に促進した。なかでも、MMP20 による分解 DMCs は、他の

MMP 分子による分解 DMCs に比べて優れた第三象牙質誘導能を示し、形成され

た象牙質も細管構造を有していることが確認された。また、in vitro において複

数の機能促進に関わっている MMP 分子が in vivo でも効果を持つ可能性が示唆

された (図 14)。 
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IV . 考察 

 

歯の発生過程において形成される原生象牙質は上皮組織と間葉組織の相互作

用によって形成され、そのメカニズムに関する報告は比較的多く認められる 12-15)。

しかし、後天的にう蝕や外傷などの結果、象牙質-歯髄複合体の防御反応として

間葉組織のみから形成される第三象牙質に関する報告は少なく 16, 17)、第三象牙

質の詳細な形成メカニズムは現在も明らかとなっていない。 

現在の歯科臨床で、直接覆髄剤 (材) として用いられている水酸化カルシウム

製剤やケイ酸カルシウム系セメントなどの作用機序としては、露髄面直下の歯

髄組織に壊死層が生じ、その刺激をうけた生存歯髄組織により象牙質-歯髄複合

体の創傷治癒が進んでいくと考えられている 39)。しかし、第三象牙質の形成メ

カニズムが明らかとなっていない以上、現在使用されている直接覆髄剤は象牙

質-歯髄複合体の創傷治癒機転に基づくものではないため、生物学根拠に基づく

覆髄剤が開発されれば覆髄の臨床成績がさらに向上すると考えられる。 

そこで本研究では、象牙質-歯髄複合体の生理学的な治癒機転に基づく覆髄剤

の開発を目指し、第三象牙質形成メカニズムの解明を試みた。第三象牙質を誘

導する因子として、特に象牙質の約 20%程度を占める含まれる有機成分に含ま

れる象牙質基質 18-20) (Dentin matrix components: DMCs) に本研究では着目した。
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これまでに象牙質基質中に存在する成長因子などによる骨誘導能に期待して、

骨補填剤として応用した報告 40) や、象牙質中に存在するタンパクや成長因子、

神経ペプチドなどが歯髄の創傷治癒に影響を与えるという報告 41)、また、それ

らの分子が酸や酵素と反応することで歯髄細胞の機能を促進するという報告が

ある 42)。 

一方、象牙質中に存在する有機成分は、原生象牙質形成終了後に残留したも

のであると考えられ、これらは歯髄細胞にとっての細胞外基質 (Extracellular 

matrix: ECM) としての役割を果たしていると考えられる。ECM は体内のほぼす

べての組織に存在し、組織特異的な構造を有するが 43)、ECM は各組織において、

物理的な骨格としてだけでなく、成長因子などの貯蔵庫としての働きがあると

言われている 44)。また、骨や腎臓や皮膚などの全身の組織において ECM が酸

や酵素などによって分解を受け、分解された ECM によって各組織の創傷治癒が

促進されることが報告されており 21-27)、一例として骨では、破骨細胞から分泌

された酵素により骨基質が分解され、分解された骨基質中に含まれる遊離成長

因子により骨組織の石灰化の促進ならびに骨代謝が促進されることが報告され

ている。26, 27)  

DMCs は分解を受けていない状態でも抗菌性 45)、血管新生能 46)、細胞遊走能

47)を向上させるという報告があり、象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に対する効果
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が期待されるが、う蝕に罹患した象牙質において、DMCs はう蝕関連細菌由来の

酸や象牙質に内因性に存在する酵素によって、全身組織の ECM と同様に分解を

受け、分解された DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒を促進する可能性があ

る。DMCs を分解する酵素として細菌が産生する酵素についても検討を考慮した

が、象牙質う蝕から検出される細菌種は多種多様であり、産生される酵素も多

く存在することから、本研究ではう蝕の進行に伴い歯髄細胞に早期から影響を

与える可能性が高く、窩洞形成後の象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に関わってい

る可能性が報告されている MMP 分子 29) に注目した。 

MMP 分子は Zn2+を活性中心にもち、Ca2+ を必要とする金属依存的なプロテア

ーゼであり中性領域で機能すると言われている 48)。これまでにヒトでは 26 の

MMP 分子が確認されており、一次構造と基質特異性の違いからコラゲナーゼ、

ゼラチナーゼ、ストロメライシン、膜型 MMP、その他の 5 群に分類されている

49)。MMP 分子の働きは生体内で厳密に制御されており、細胞外基質の分解を通

して、細胞増殖、細胞遊走、リモデリング、創傷治癒や血管新生などの生理現

象に関わっている 50, 51)。一方で、ガンの浸潤 52, 53) や関節リウマチ 54, 55) などの

疾患に関係しているとされ、歯科領域ではや歯周病の進行 56) や根尖病巣の進行

57)、歯科材料と象牙質の接着面の破壊 58) などにも関連があると言われている。

象牙質-歯髄複合体にも MMP 分子は存在している 31) が、その役割はいまだ完全
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には明らかになっていない。いくつかの MMP 分子がう蝕進行の際、象牙質の分

解に関わっているのではないかと言われている 59) が詳細は不明である。そこで

本研究では、全身の組織と同様に、象牙質-歯髄複合体において MMP 分子によ

り象牙質基質が分解され、分解された象牙質基質により創傷治癒が促進される

のではないかと仮説をたて、in vitro、in vivo の両面から検証をおこなった。 

MMP 分子によって分解された象牙質基質 (分解 DMCs) がラット歯髄初代培

養細胞に与える影響を検討した in vitro での実験系より、各種 MMP 分子による

分解 DMCs が歯髄細胞の様々な機能を促進することが明らかとなった。今回用

いた MMP 分子はコラゲナーゼ (MMP1, MMP8, MMP13)、ゼラチナーゼ (MMP2, 

MMP9)、ストロメライシン (MMP3) やエナメライシン (MMP20) であり、MMP

分子としての分類は異なるが分解基質の一部は重複しており、異なる MMP 分子

により分解された細胞外基質が同じ生理学的作用を持つことが報告されている

60)。一方、MMP3、MMP8、MMP12、MMP13、MMP20 は laminin を分解基質と

して持っているが、MMP8 はその分解切断部位が他の MMP 分子と異なり、異な

る切断部位で分解された laminin はその生理学的な役割も異なることが報告され

ている 61)。すなわち、分解基質が同じであっても切断部位の差により生理学的

な機能が異なる場合もある。また、MMP2 や MMP9 は同じゼラチナーゼである

が、歯において MMP2 は象牙質全体に広く分布し、特にエナメル象牙境に多く
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存在するのに対し、MMP9 は象牙芽細胞層及び象牙前質に多く存在し、その局

在が異なっていることが報告されている 62)。歯における MMP 分子の役割はい

まだすべて明らかとなっていないものの、分子の局在が異なることで、組織に

おける機能が異なっている可能性が推察される。 

In vitro の実験結果より、各種 MMP 分子により分解された DMCs が歯髄細胞

の機能を、創傷治癒の各過程において特異的に促進している可能性が示唆され

た。 

そこで、どの MMP 分子で分解された DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒

にもっとも効果的であるかについて、さらに詳細な検討をおこなうため、象牙

質-歯髄複合体の創傷治癒の全過程に分解 DMCs が与える影響を検討できると考

えられる、ラットの臼歯に MMP 分子により分解された DMCs を用いて直接覆

髄をおこなう in vivo の実験にて、その影響を検討した。 

その結果、表 1 に示すように MMP1、MMP9、MMP13、MMP20 による分解

DMCs によって直接覆髄をおこなうと、他の MMP 分子による分解 DMCs や非分

解 DMCs と比較して、より多くの第三象牙質形成が認められ、象牙質-歯髄複合

体の創傷治癒に影響を与えることが明らかとなった。なかでも、MMP20 による

分解 DMCs が最も第三象牙質形成を促進することが明らかとなり、他の MMP

分子による分解 DMCs では観察されなかった第三象牙質における細管構造を有
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していた (図 13)。 

MMP1 は上皮や筋肉の創傷治癒 63, 64)に関わっていることが報告されており、

象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に対しても影響をもつ可能性考えられ、in vitro の

実験系において今回評価したすべての細胞機能を向上させたが、in vivo の実験

系においては、コントロールと比較すると第三象牙質形成誘導効果を持つもの

の、MMP20 に比べるとその効果は劣っていた。これは、様々な因子が関係して

いる生命現象は in vitro の実験結果を単純に反映するわけではないと考えられる

が、酵素による ECM の分解産物が、そのおかれた環境によって作用が異なると

いう報告 65, 66)があることを考慮すると、今回のような結果も起こりうるものと

推察される。また MMP9 や MMP13 により分解された DMCs も in vivo の実験系

において、コントロールと比較すると第三象牙質誘導効果を発揮した。MMP9

や MMP13 は骨折の創傷治癒に関わっている 67, 68)との報告があり、象牙質-歯髄

複合体の創傷治癒においても骨組織と同様の修復メカニズムが働いた可能性が

考えられる。 

本研究の動物実験において最も第三象牙質誘導効果が高かった MMP20 は、全

身において腎臓にその発現を認める報告があるものの 69)、それ以外の報告はほ

ぼすべて歯に関するものであり 70-73)、歯の発生過程でエナメル関連タンパクを

分解することでエナメル質の成熟に関わっていると報告されている 74)。一方、
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成熟した歯においては、象牙芽細胞と象牙質基質中にその存在が確認されてい

るが 72)、その役割についてはいまだ不明である。MMP20 ノックアウトマウスや

ヒトにおける遺伝子変異の表現型が歯に限定的であり、他の組織に認められな

いこと 75, 76)から、歯に特異的な MMP 分子であると考えられている 77)。また、

う蝕の進行に伴って象牙芽細胞における MMP20 の発現が上昇することや象牙

質の脱灰に伴い象牙質基質から MMP20 が放出され活性を持つことがこれまで

に報告されている 78)。このように、歯に特異的な発現を示す MMP20 により生

成された分解 DMCs が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒を促進しているという本研

究結果を合わせて考えると、MMP20 は石灰化を伴う特殊な治癒様式を経る歯髄

の修復メカニズムを特徴づけている可能性がある。 

なお、本研究では MMP 分子によって分解された DMCs に焦点を当てており、

MMP 分子単独による歯髄への作用の検討はおこなっていないが、MMP 分子は

プロテアーゼ活性化受容体を通して細胞に直接働きかけている可能性もあるた

め 79, 80)今後さらなる検討が必要である。 

また、歯には MMP 分子以外の内因性酵素も存在しており、セリンプロテアー

ゼやシステインプロテアーゼが細胞外基質の分解に関わっているとの報告があ

る 81)。セリンプロテーゼの一種であるキモトリプシン C は歯の発生過程に関わ

っているとの報告もある 82)。また歯と類似した硬組織である骨において破骨細
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胞が分泌するシステインプロテアーゼの一種であるカテプシン K と MMP9 が同

調して骨基質の分解に関わっていると言われている 83)。よって、MMP 分子と同

様に、これらのプロテアーゼによる象牙質基質の分解産物が歯髄の創傷治癒に

影響を与えている可能性があり、今後の検討が必要であると考えられる。 

今後、新たな覆髄剤の開発を検討するにあたり、本研究では分解 DMCs の担

体としてゼラチンスポンジを用いており、ゼラチンスポンジは直接覆髄剤が本

来具備すべき機械的強度や辺縁封鎖性がそれほど高くないことから、今後の課

題として、より適切な担体の選択をすることで、なお効率的に第三象牙質の誘

導が可能になると考えられる。また、MMP 分子による分解 DMCs は様々な物質

を含んだ複合体であり、分解されたどの物質が象牙質-歯髄複合体の創傷治癒に

直接的に影響を与えたかはいまだに不明である。今後、分解 DMCs の構造解析

や同定をおこない、歯髄の創傷治癒を促進する物質を特定することで、新規の

生物学的根拠に基づく覆髄剤の開発が可能になると考えられる。 

また、歯髄の治癒過程において免疫担当細胞の M2 マクロファージが重要な役

割を果たす可能性がこれまでに報告されている 84, 85)。これらのことから、本研

究で用いた分解 DMCs によって組織修復に有効な免疫反応を惹起することで歯

髄の創傷治癒を促進している可能性がある。今後、各種分解 DMCs の組成を明

らかにし、その各々の因子と免疫担当細胞との関連を検討することが必要であ
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ると考えらえる。 

本研究をさらに展開して、象牙質-歯髄複合体の創傷治癒機転に基づく覆髄剤

の開発が実現すれば、覆髄の臨床成績をさらに向上させることによって歯の寿

命を延ばすことにつながるため、広義の Minimum intervention dentistry に大きく

貢献できるものと考えられる。また、創傷治癒機転に基づく覆髄剤の開発に伴

い明らかになる象牙質-歯髄複合体の修復メカニズムの解明は、近年研究が進め

られている歯髄の再生研究を理解するうえでも非常に重要であると考えられる

86, 87 )。 
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V. 結論 

 

MMP 分子によって分解された象牙質基質は、in vitro の実験系において象牙質

-歯髄複合体の創傷治癒過程を時期特異的に促進する可能性が示された。また、

MMP1、MMP9、MMP13 および MMP20 により生成された分解象牙質基質は in 

vivo の実験系において象牙質-歯髄複合体の創傷治癒を促進した。なかでも、

MMP20 により分解された象牙質基質は、他の MMP 分子よりも歯髄の創傷治癒

を有意に促進することがわかり、第三象牙質の形成メカニズムの一端が明らか

となった。 
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Dentin bridge 形成 
0 1 2 3 

分解DMCs (MMP1) 1 2 2 1 

分解DMCs (MMP2)   5 1 0 0 

分解DMCs (MMP3)    5 1 0 0 

分解DMCs (MMP8)    5 1 0 0 

分解DMCs (MMP9)    2 2 1 1 

分解DMCs (MMP13) 2 1 2 1 

分解DMCs (MMP20)    0 0 4 2 

 非分解DMCs 3 2 1 0 

control (PBS) 6 0 0 0 

Grade 
材料 

表1 病理組織学的評価の結果 

（n=6） 

MMP1、MMP9、MMP13およびMMP20により生成された分解DMCsでは有意にDentin 
bridgeの誘導が認められた。中でも、MMP20により生成された分解DMCsが最も良好な
Dentin bridgeが認められた。同一色で示される群間で有意差は認められないことを示す 
(Kruskal-Wallis test, Steel-Dwass test, α=0.05) 
 



96穴プレートにRPPCsを播種し、コンフルエントまで培養 

ピペットチップにて傷を作成  

PBSにて洗浄  

37 ℃ 1時間   

顕微鏡像の画像解析 
( Image J (NIH) )  

1% FBS  

1%FBS  
+ 

0.01~1 μg/ml  
分解DMCs  

1%FBS 
+ 

 0.01~1 μg/ml  
非分解DMCs  

36時間 

a b 

a-b=移動量 
画像上の8点について測定し, 
平均値算出 

（n=3） 

0h 36h 

図1 細胞遊走能の評価 Scratch wound assay 

10 µg/ml mitomycin-C 含有 α-MEMを添加   



Upper chamber 
RPPCs 2×104 cells/well ＋ 1%FBS含有α-MEM  

Lower chamber 
①1%FBS含有α-MEM +0.01~1 μg/ml 分解 DMCs 
②1%FBS含有α-MEM + 0.01~1 μg/ml 非分解DMCs 
③1%FBS含有α-MEM  
上記の3つの条件のいずれか 
  

 ２時間 

CyQuant® CR Fluorescent Dyeを 
Lower chamberに加える 

蛍光強度測定 (485 nm/535 nm) 

detachment bufferを 
lower chamberに加える 

（n=8） 

(ARVO MX, Perkin Elmer) 

30分間 

20分間 

図2 細胞走化性の評価 Trans well assay 

Trans well assay 
(Cytoselect®, Cell Biolabs)  



① ② ③ ④ ⑤ ⑥ 

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ 

図3 MMP分子により分解されたDMCsのタンパクプロファイル 
 (SDS-PAGE) 

MMP分子による分解DMCsのタンパクプロファイルをSDS-PAGEと銀染色をおこない観察
した結果を示す。①分解DMCs (反応時間1h)、② 分解DMCs (反応時間24h)、③
非分解DMCs (反応時間1h)、④非分解DMCs (反応時間24h)、⑤MMP単体 (反
応時間1h)、⑥MMP単体 (反応時間24h) を示す。矢印で示すようにMMP分子により
DMCsは分解を受けること、また反応時間が1hに比べて24hの方がより分解が進むことが
観察された。 
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図4 血管新生能の評価 

MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml) が血管新生能に与える影響を検討し
た。MMP1、MMP2、MMP3により生成された1 µg/mlの分解DMCsおよびVEGFは血管
新生を促進した。他のMMP分子による分解DMCsは血管新生を促進しなかった。同一文
字 (a, b)で示された群間に有意差はないことを示す (One way ANOVA, Tukey-
Kramer  test, α=0.05) 。 
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図5 細胞遊走能の評価 

MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml) が細胞遊走能に与える影響を検討し
た。 
MMP1 (A)、MMP3 (B) およびMMP9 (C) により生成された1 µg/mlの分解DMCsは
細胞遊走能を促進した。他のMMP分子による分解DMCsは細胞遊走を促進しなかった。
同一文字 (a, b) で示された群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, 
Tukey-Kramer test, α=0.05）。 
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MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml) が細胞走化性に与える影響を検討し
た。MMP1、MMP3、MMP9およびMMP20により生成された1 µg/mlの分解DMCsは細
胞遊走能を促進した。他のMMP分子による分解DMCsは走化性を促進しなかった。同一
文字 (a, b)で示された群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, Tukey-
Kramer test, α=0.05）。 
 
 

図6 細胞走化性の評価 
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図7 細胞増殖能の評価 

MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml)が細胞増殖能に与える影響を検討した。
MMP1 (A)、MMP8 (B) 、MMP9 (C)およびMMP13 (D)により生成された1 µg/mlの
分解DMCsは細胞遊走能を促進した。他のMMP分子による分解DMCsは細胞増殖を促
進しなかった。同一文字 (a,b) で示された群間に有意差がないことを示す (One way 
ANOVA, Tukey-Kramer test, α=0.05）。 
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図8 ALP (Alkaline Phosphatase)活性の評価 
MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml)が細胞分化能に与える影響を用いて
検討した。 培養7日目ではMMP1 (A)およびMMP20 (B) により生成された1 µg/ml
の分解DMCsはALP活性を促進した。培養14日目ではMMP1 (C)、MMP20(E)に加
え、MMP9 (D)およびMMP13 (E)により生成された分解DMCsもALP活性を促進した。
他のMMP分子による分解DMCsはALP活性を促進しなかった。同一文字 (a,b)で示さ
れた群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, Tukey-Kramer test, 
α=0.05)。 
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図9 石灰化能の評価 
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MMP分子による分解DMCs (0.01~1 µg/ml)が石灰化能に与える影響を評価し
た。MMP1 (A)、MMP9 (B)、MMP13 (E)および、MMP20 (F)によるアリザリンレッド
染色像を示す。 MMP1 (C)、MMP9 (D)、MMP13 (G)およびMMP20 (H)による1 
µg/mlの分解DMCsは石灰化能を促進した。他のMMP分子による分解DMCsは石灰
化を促進しなかった。同一文字 (a,b)で示された群間に有意差がないことを示す (One 
way ANOVA, Tukey-Kramer test,α=0.05)。 
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図10 in vitroの実験のまとめ 

MMP1、MMP2およびMMP3による分解DMCsは血管新生能を促進した。 
MMP1、MMP3、MMP9、およびMMP20による分解DMCsは細胞遊走能を促進した。 
MMP1、MMP8、MMP9およびMMP13による分解DMCsは細胞増殖を促進した。 
MMP1、MMP9、MMP13およびMMP20による分解DMCsは分化能および石灰化能を
促進した。 
 



図11 第三象牙質形成に関する病理組織学的評価基準 



図12 直接覆髄後4週間で形成された第三象牙質の病理組織学的評価 

MMP分子による分解DMCsを用いて直接覆髄を行った4週間経過後のH-E染色像を示
す。C=Cavity, DB=Dentin Bridge, P=Pulp, D=Dentin 
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図13 MMP20によって分解されたDMCsにて直接覆髄後4週間で 
形成された第三象牙質形成の病理組織学的評価 

MMP20による分解DMCsを用いて直接覆髄を行うと、他のMMP分子と比較して露
髄部を完全に覆い、かつ象牙細管構造を有する第三象牙質が高い確率で観察さ
れた。C=Cavity, DB=Dentin Bridge, P=Pulp, D=Dentin, ⇒=細管構造 
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図14 In vitro と in vivoの実験のまとめ 

In vivoの実験よりMMP1、MMP9、MMP13およびMMP20により生成された分解
DMCsは非分解DMCsと比較して第三象牙質の形成を有意に誘導した。また、in vitro
の実験結果において複数の機能促進に関わっているMMP分子がin vivoでも効果を持つ
可能性が示唆された。 
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