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Ⅰ．諸言 

 

象牙質－歯髄複合体は自己修復・再生能を持つことが知られている 1。う蝕の進行により

象牙質が侵襲を受けると、歯髄組織最外層の象牙芽細胞へ刺激が伝播される。これらの侵

害刺激に対して歯髄組織では、生存した象牙芽細胞や歯髄幹細胞から新たに分化した象牙

芽細胞様細胞により第三象牙質が形成され、象牙質－歯髄複合体という生理学的構造を修

復、あるいは再生する創傷治癒機構が発揮される 2－4。 

歯科臨床においては、う蝕の進行や外傷、また窩洞形成時の偶発的露髄が生じた際に、

象牙質－歯髄複合体の創傷治癒機構を賦活し、歯髄を修復・保護することを目的として直

接覆髄がおこなわれる。用いられる直接覆髄剤としては、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が国内外で広く使用されてい

るが、その長期的な成功率は 60 － 70 % 5－7 程度と報告されており、まだまだ改善の余地

はあると考えられている。より高い成功率を求めて様々な新しい材料を用いた覆髄剤の開

発がおこなわれているが 8-11、現時点で象牙質－歯髄複合体の創傷治癒機構が未だ完全には

解明されていないことから、そのメカニズムに基づく真の生物学的な覆髄剤は存在しない。 

全身の組織における細胞外基質 (extracellular matrix: ECM) には成長因子やサイトカイン

を始めとした様々な生理活性を持つタンパクが含まれていることが知られており 12, 13、組織

が傷害を受けるとタンパク分解酵素である matrix metalloproteinase (MMP) 分子の発現が上
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昇し、ECMの分解が生じる 14－19。その結果、ECM中に含まれる生理活性物質や、ECMの

分解産物・断片が遊離し、当該組織を構成する細胞の機能に影響を与えて、組織の創傷治

癒が促進されることが報告されている 20－22。 

一方、象牙質の有機成分である象牙質基質タンパク (dentin matrix components: DMCs) は

原生象牙質の発生過程において象牙芽細胞から分泌されたタンパクであり、DMCs は歯髄細

胞にとっての ECMと考えられている 27。全身の組織と同様に、う蝕や外傷などにより象牙

質が傷害を受けることで、本来は不活性型として存在しているMMP 分子が活性化され、さ

らに歯髄中でもMMP 分子の発現が上昇することにより DMCsが分解を受け 23－26、生じた

DMCs分解産物が歯髄の創傷治癒を促進することが報告されている 23, 27。 

DMCs分解産物が歯髄創傷治癒を促進するメカニズムの一つとして、全身組織における

ECM分解産物が創傷治癒を促進するのと同様に、生理活性物質を持つ DMCs 分解産物の遊

離が寄与している可能性が考えられる。DMCsは生理活性物質の貯蔵庫として機能すること

がこれまでに知られており 1 、骨基質や象牙質基質の産生および石灰化を調節する機能を持

つ非コラーゲンタンパクファミリーである small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins 

28, 29 や、transforming growth factor (TGF) beta 1、bone morphogenetic protein (BMP) 2、

interleukin-1 等の成長因子やサイトカインの存在も報告されている 30–33。MMP 分子による

DMCsの分解によりこれらの生理活性を持つタンパクの遊離に加え、生理活性をもつタンパ

クの断片が遊離する可能性もある。象牙質の発生過程において象牙芽細胞が分泌する dentin 
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matrix protein-1は BMP1による酵素分解を受けることで象牙質の石灰化を促進し 34、そのタ

ンパク断片であるアミド末端 とカルボキシル末端は異なる活性を示すことが知られてい

る 35, 36。また、類似した報告が dentin sialophosphoprotein のタンパク断片についても存在し

37－39、様々なタンパクやその断片が歯髄の創傷治癒促進に関与していると考えられる。 

これまでの歯髄創傷治癒メカニズムを検討した一連の先行研究において、MMP20で分解

を受けて生じた DMCs分解産物が in vitroにおいて歯髄細胞の遊走・分化・石灰化能を活性

化し、さらに in vivo におけるラットを用いた直接覆髄実験にて露髄面を完全に覆う第三象

牙質を誘導し、その第三象牙質は細管構造も有していたことから、MMP20による DMCs分

解産物が象牙質－歯髄複合体の創傷治癒を促進することが明らかとなった 40。これらより、

歯において特異的に発現する MMP 分子として知られる MMP20が 41, 42、傷害を受けた象牙

質において DMCsの分解を引き起こし、生理活性物質の遊離を惹起することで、象牙質－

歯髄複合体の創傷治癒の一端を担っていることが示唆された。しかし、MMP20 の分解基質

についてはいまだ詳細な報告はなく、さらに MMP20 により生じた DMCs分解産物中の分

子の詳細についてもこれまでに研究をおこなった前例はない。 

そこで本研究では、MMP20 により生じた DMCs分解産物中における象牙質－歯髄複合体

の創傷治癒を促進する分子の同定ならびにその機能解析を in vitroと in vivoの双方にておこ

なうことで歯髄創傷治癒メカニズムの一端を明らかとし、さらに生物学的根拠に基づく覆

髄剤の開発を目指すことを目的とした。 
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Ⅱ．MMP分子により分解された象牙質基質タンパクに含まれる歯髄

創傷治癒促進能を持つ分子の同定 

 

1) 目的 

歯髄創傷治癒を促進することが報告されているMMP分子による象牙質基質タンパク

分解産物を液体クロマトグラフィーにより分画化し、in vivoおよび in vitroにて検討す

ることで生理活性を持つ分子を含む分画の抽出を試みた。さらに、抽出した分画のタン

パクの質量分析をおこない、その分画中に含まれる歯髄創傷治癒に関わる分子を同定す

ることを目的として以下の実験をおこなった。 

 

2) 材料および方法 

① 象牙質基質タンパク (DMCs) の精製とMMP 分子による分解 

象牙質基質タンパクの精製、および先行研究にて歯髄創傷治癒促進能が確認された

MMP20による DMCs 分解産物、およびコントロールとして未処理 DMCsを作製した。  

DMCsの精製は Tomson らの方法 33に準じおこなった。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) 含有 10 % EDTA溶液中で 4°Cにて 24時間反

応させた。続いて 3000 rpm で 10分間遠心分離をおこない、上清を回収後、さらに EDTA



10 

溶液を加えて計 14日間にわたり同様の操作をおこなった。その後、回収した上清を蒸留水

にて透析し、凍結乾燥したものを象牙質基質タンパク (dentin matrix components: DMCs) と

した。 

得られた DMCs 10 mg を PBS 5 ml中に溶解させ、37°C にて 24時間静置した後に濾過し

たものを未処理 DMCs (untreated DMCs: uDMCs) とし、同様に PBS中に溶解した DMCsを

50 µg/mlのヒト組み換えMMP20 (フナコシ, 東京) 40 µlと 37°Cにて 24時間反応させた後に

濾過したものを DMCs分解産物 (digested DMCs: dDMCs)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 逆相高速液体クロマトグラフィー (RP-HPLC) 解析と DMCs 分画試料の作製 

uDMCsと dDMCs に含まれる様々な分子の分離を目的に、逆相高速液体クロマトグラフ

ィー (reverse-phase high-performance liquid chromatography : RP-HPLC) (LC-10ADVP system / 

SPD-M10A UV/Vis detector; 島津製作所, 京都) を用いてuDMCs と dDMCsのピーク分析お

よび得られたピークの分画回収をおこなった。各試料 50 μlを分離カラム (COSMOSIL PBr 

Packed Column 4.6 mm I.D. × 250 mm; ナカライテスク, 京都) を用い、0.05 % ギ酸水溶液を

移動相として、流速 0.1 ml/min. の条件で UV検出器にて 100分間の分析をおこなった。分

離された特異的なピークを含む領域については各ピークを含むように、そしてピークを含
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まない領域は 10 分毎にフラクションコレクターを用いて試料の回収をおこなった。また、

回収された各分画に 0.05 % ギ酸を加え、分画試料の体積を 2.0 mlに調整し以降の実験に用

いた。 

 

③ DMCs 分画試料を用いた直接覆髄実験 

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：

23-005-1)。 

これまで先行研究の直接覆髄実験において、覆髄剤として dDMCsを用いた場合に良好な

歯髄創傷治癒促進効果が確認されているが 40、前項で RP-HPLC にて分離された dDMCsの

分画のうち、どの分画に第三象牙質形成を促進する分子が含まれているかを調べるため、

dDMCsの分画 #1から #14を PBSにて希釈し、濃度を 2 % (v/v) とした試料を用いて直接

覆髄実験をおこなった。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 (ソム

ノペンチル; 共立製薬, 東京) (30 mg/kg) の腹腔内注射にて全身麻酔を実施し、その後疼痛

緩和のためカルプロフェン (Rimadyl; Pfizer, New York, 米国) (3 mg/kg) の投与をおこなっ

た。処置歯にラバーダム防湿をおこない歯面および周囲をアルコール綿球にて清拭後、窩

洞形成は Yoshiokaらの報告をもとに以下の方法でおこなった 23。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, Ballaigues, スイス) を用い、咬合面より歯髄近心髄角に直径 0.06 mm程度露髄す
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るような窩洞を非注水下にて、回転数 1200 rpmで形成した。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、前項で得られた各分画試料およびコントロールとして

同じ濃度のギ酸－PBS溶液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浸漬させたものを用い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。覆髄から 4週間経過後に、実験動物をペントバルビ

タールナトリウムの腹腔内過剰投与により屠殺した後、4 % パラホルムアルデヒド・リン

酸緩衝液 (ナカライテスク) にて灌流固定をおこなった。続いて被験歯を含む上顎骨を摘出

し軟組織の除去後、後述のヘマトキシリン－エオジン (H-E) 染色による病理組織学的評価

に供した。試料数は各条件につき 3とした。 

続いて、dDMCsの分画を用いた直接覆髄にて良好な第三象牙質形成を認めた分画 #12と

分画 #13について、MMP20 による DMCsの分解がこれらの第三象牙質形成促進能に必要

であるかを調べるため、uDMCsおよび dDMCsについて分画 #12と分画 #13を合わせて作

成した分画 #12 + #13を用いて、同様の手法にて直接覆髄実験をおこなった。なお試料数は

各条件につき 3とした。 

 

④ 直接覆髄実験のマイクロ CT画像解析 

 直接覆髄から 4週間経過後の試料に対し、形成された第三象牙質の定量評価を目的にマ

イクロ CT (R-mCT2; RIGAKU, 東京) を用いた画像解析をおこなった。被験歯の断層撮影を
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管電圧 90 kV、管電流 160 μA、スライス幅 5 μmの条件でおこない、撮影により得られたデ

ータに対し、X 軸は上顎第一臼歯の髄床底を通り、Y軸は頬側根と舌側根の中心を通り、Z

軸は近心根と遠心根の中心を通るように各軸を設定し、XY 平面にて露髄部直下に認められ

る不透過像を新生第三象牙質とした。原生象牙質と同等の CT値を第三象牙質抽出の閾値に

設定し、2値化画像から新生第三象牙質の面積を計算した。原生象牙質と新生象牙質の境界

線については、後述の H-E 染色像を参考に設定した。各々の新生第三象牙質面積を計測し、

全てを合計することで新生第三象牙質の体積を算出した。画像解析ソフトウェアは TRI 

3D-BON (RATOK, 東京) を使用した。 

 

⑤ 直接覆髄実験の病理組織学的評価 

 直接覆髄から 4週間経過後の試料を灌流固定後、4 % パラホルムアルデヒド・リン酸緩

衝液にてさらに 12時間浸漬固定した後に、10 % ギ酸－クエン酸溶液中にて 2日間の低温

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、

ミクロトーム (RM 2155; Leica, Wetzlar, ドイツ) にて厚さ 5 μmの連続切片を作成したうえ

で、H-E 染色を行った。第三象牙質および歯髄の病理組織学的評価は光学顕微鏡 (Axioskop 

40; Carl Zeiss, Oberkochen, ドイツ) 観察下にておこなった。 

 

⑥ ラット歯髄初代培養細胞 (RPPCs) の調整と培養 
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 RP-HPLC にて分画化され、回収された試料が歯髄細胞の機能に与える影響を in vitroにて

評価するために、ラット歯髄由来初代培養細胞を用いて実験をおこなった。6週齢雄性Wistar

系ラットにペントバルビタールナトリウムの過剰投与 (200 mg/kg) を腹腔内に行い屠殺し

た。続いて上下顎骨内から切歯を摘出し、歯髄組織を回収した。回収された歯髄組織をメ

スにて細断し、Trypsin-EDTA (Sigma Aldrich) による処理後、セルストレーナーにより余剰

軟組織を除去し、分離された歯髄細胞の集合体を細胞培養プレート (Becton Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, 米国) にて培養をおこなった。培養液は 20 % ウシ胎仔血清 (FBS; 

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

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham , 米国) 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、セミコンフルエントになるまで培養をおこな

い、Trypsin-EDTA 処理により付着細胞として回収されたものをラット歯髄初代培養細胞 

(rat pulp primary cells：RPPCs) として以降の in vitroの実験に用いた。 

 

⑦ DMCs 分画試料が RPPCsの増殖能に与える影響 (in vitro) 

 覆髄実験 (Ⅱ－結果②) で第三象牙質形成能を促進した分画試料が歯髄細胞増殖能に与

える影響をWST-1 法にて検討した。RPPCsを 5,000 cells/well となるように 96穴細胞培養

プレート (Becton Dickinson and company) に播種し、uDMCsおよび dDMCsの分画 #12 + #13、

またはコントロールとして 0.05 % ギ酸水溶液を 1 % FBS 含有 α-MEMにて希釈し、最終体
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積濃度を 2 % (v/v) に調整した培養液を用いて 37°C、5 % CO2気相下で 5日間培養をおこな

った。培養液の交換は 3日毎におこなった。培養終了後、WST-1試薬 (Premix WST-1; タカ

ラバイオ, 滋賀) を培養液中に添加し、37°C、5 % CO2気相下で 2時間培養した。続いて室

温で 1分間振盪の後、マイクロプレートリーダー (ARVO MX; Perkin Elmer, Waltham, 米国) 

を用い 450 nmにおける吸光度を測定し、uDMCと dDMC 添加条件下における細胞の増殖能

について比較をおこなった。試料数は各条件につき 6とした。 

 

⑧ DMCs 分画試料が RPPCsの分化能、石灰化能に与える影響 (in vitro) 

分画試料が歯髄細胞の分化、石灰化能に与える影響を評価するために、RPPCsを 50,000 

cells/well となるように 24穴細胞培養プレート (Becton Dickinson and company) に播種し、

uDMCsおよび dDMCsの分画 #12 + #13、またはコントロールとして 0.05 % ギ酸水溶液を

石灰化誘導培地 (50 μg/mlアスコルビン酸 (Sigma Aldrich), 10 mM β-グリセロリン酸 (Sigma 

Aldrich), 10 % FBS 含有 α-MEM) にて希釈し最終体積濃度を 2 % (v/v) に調整した培養液に

て 37°C、5 % CO2気相下で培養をおこなった。培養液の交換は 3日毎におこなった。 

分化能に与える影響の評価のために RPPCsを 12日間培養し、培溶液を除去後 PBS にて

洗浄し、10 % 中性ホルマリン溶液にて 15分間固定した後、アルカリフォスファターゼ染

色キット (コスモバイオ, 東京) を用い 20分間染色をおこなった。染色後、十分に水洗をお

こない、倒立顕微鏡 (ECLIPSE TS100; ニコン, 東京) にて得られた画像に対して画像解析
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ソフト (Image J; NIH) 37 を用い染色面積の定量評価をおこなった。試料数は各条件につき 6

とした。 

石灰化能に与える影響の評価のために RPPCsを 21日間培養し、培溶液を除去後 PBSに

て洗浄し、10 % 中性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 30分間染色をおこなった。染色後十分に水洗をおこない、5 % ギ

酸溶液にて石灰化物を溶解し、マイクロプレートリーダー (ARVO MX) を用い 405 nmにお

ける吸光度を測定した。試料数は各条件につき 6とした。 

 

⑨ DMCs 分画試料に含まれる歯髄創傷治癒を促進する分子の同定 

dDMCsの分画 #12 + #13に含まれる歯髄創傷治癒を促進するタンパクを同定するために、

液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析法 (liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry : LC-MS/MS) を用い、分画試料に含まれるタンパクの同定および定量解析をお

こなった。0.5 μg/μlのペプチド濃度に調整されたトリプシン処理後の各試料 10 μlについて

LC-20AD nano HPLC (島津製作所, 京都) 、C18 trap column (200 µm I.D. × 2.0 cm; BGI, 

Shenzhen, 中国)、および analytical C18 column (75 µm I.D. × 10cm; BGI) を用いて分析をおこ

なった。移動相は 2 % アセトニトリルを含む 0.1 % ギ酸水溶液を用い、最初の 4分は 15 

μl/min の流速で分析し、続く 44分間は流量を 400 nl/minに変更したうえで、一定の割合で

アセトニトリルの濃度を 35 % まで増加させながら実施した。さらにその後 2分間でアセト
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ニトリルの濃度を一定の割合で 80 % まで増加させ、4分間維持した。ペプチドのイオン化

および分析は Nanospray III source (AB SCIEX, Framingham, 米国)、TripleTOF 5600 System 

(AB SCIEX) を用いた。得られた MS/MSスペクトルに対しMaxQuant version 1.5.3.8 (Max 

Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, ドイツ) および UniProtを用いたペプチドマスフ

ィンガープリンティングによるタンパク質の同定、および定量解析をおこなった。 

 さらに、uDMCsおよび dDMCs の両試料間に共通して存在が確認されたタンパクについ

ては protein ratio ( [protein ratio] = [ dDMCs でのピーク強度 ] / [ uDMCs でのピーク強度 ] ) 

を計算することにより、どちらの試料により多くの分子が存在しているかを確認した。そ

の結果、uDMCsと比較して dDMCs中に量的に多く存在するタンパクについては、文献検

索より細胞機能や創傷治癒に関連があるものを特定し、歯髄創傷治癒を促進する分子の候

補を抽出した。 

 

⑩ 統計学的解析 

 上記の実験において得られた結果は、One way ANOVA および Tukey’s 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 

① RP-HPLCによる DMCsの分離および分画の回収 
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DMCs分解産物は象牙質－歯髄複合体中の有機成分を構成する様々な分子を含有する集

合体から成り、その中に歯髄の創傷治癒を促進する分子が存在すると考えられるため、

RP-HPLC を用いて uDMCs、dDMCsの内容物の分離ならびに回収をおこなった。その結果、

両試料の内容物が保持時間に応じて分離され、各試料において特異的なピークが観察され

た（図 1）。特に、矢印で示すように保持時間 90分付近において観察されるピークの形態が

両試料間で大きく異なっており、これらのピークに uDMCsと dDMCsにおいて異なる分子

が含有されていることが示唆された。 

さらに分離された試料のどの分画が歯髄の創傷治癒を促進するかを検討するために、

uDMCs、dDMCsともそれぞれ 14の分画に分け、フラクションコレクターを用いて各分画

の回収をおこなった。 

 

② DMCs分画試料を用いた直接覆髄実験 

前項にて dDMCsから得られた 14の分画のうち、歯髄の創傷治癒を促進する分子が含ま

れる分画を特定するために、各分画を用いて直接覆髄実験をおこなった。 

覆髄から 4週間経過後の H-E 染色像の代表例を図 2に示す。前項の RP-HPLC 解析にて試

料特異的なピークが認められた分画 #12もしくは #13を覆髄剤として用いた試料では露髄

部を完全に覆う第三象牙質の形成が認められた (図 2A) 。一方、その他の分画 (図 2B) お

よびコントロールとして 0.001 % ギ酸溶液を覆髄剤として用いた試料 (図 2A) では、一部
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第三象牙質の形成を認める試料もあるものの、露髄部を覆うほどの第三象牙質の形成は認

められなかった。これらの結果より、第三象牙質形成を促進する分子が dDMCsから得られ

た分画 #12ならびに #13に存在していることが明らかとなった。 

続いて、これらの第三象牙質形成促進能を持つ分子が dDMCsに特異的であるかを確認す

るために、MMP20処理前の試料である uDMCsとMMP20処理後の試料である dDMCsにつ

いて、各分画の持つ第三象牙質形成能の比較をおこなった。uDMCsと dDMCs の双方にお

いて分画 #12と分画 #13を完全に分離することは不可能であることから、分画 #12と分画 

#13を合わせた分画 #12 + #13を用いて、同様の手法にて直接覆髄実験をおこない、結果を

比較した。マイクロ CT解析の結果、dDMCs を用いた試料では露髄面を完全に覆う緻密な

第三象牙質が認められたが、uDMCsを用いた場合、第三象牙質に欠損が認められた (図 3A)。

形成された第三象牙質の体積を定量すると、dDMCs は、uDMCs およびコントロールと比

較して有意に多くの第三象牙質形成を促進することがわかった (P < 0.05) (図 3B)。一方、病

理組織学的評価の結果、dDMCsの分画を用いた試料の H-E 染色像の弱拡大観察から、露髄

面を覆う緻密な第三象牙質とその直下に象牙芽細胞様細胞層が認められ (図 3C)、そして強

拡大観察から、形成された第三象牙質に向かって突起を伸ばしているような象牙芽細胞様

細胞ならびに象牙細管様構造が認められた (図 3D)。 

以上の結果から、dDMCsの分画 #12 + #13中には、DMCs分解産物に特異的で、かつ歯

髄創傷治癒を促進する分子が含まれることが示唆された。 
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③ DMCs 分画試料が RPPCsの細胞機能に与える影響 (in vitro) 

前項の直接覆髄実験で歯髄創傷治癒を促進した dDMCsの分画 #12 + #13が歯髄細胞機能

に与える影響を in vitro で評価した。 

細胞増殖能に与える影響についてWST-1法により検討した結果、dDMCs、uDMCs の分画

はともにコントロールと比較し有意に細胞増殖を促進した (P < 0.05) が、dDMCsと uDMCs

の間に有意差は認めなかった (P > 0.05) (図 4A)。 

一方、細胞分化能および石灰化能に与える影響については、dDMCsの分画は uDMCsお

よびコントロールと比較し、これらの機能を有意に促進した (P < 0.05) (図 4B, C)。 

 

④  DMCs分画試料に含まれる歯髄創傷治癒を促進する分子の同定 

これまでの in vivoおよび in vitroの実験において、歯髄創傷治癒の促進もしくは歯髄細胞

の機能促進を認めた dDMCsの分画試料の内容物において、作用の主要因となっている分子

を同定するためにタンパク質量分析をおこなった (図 5)。 

 ベン図における青色の円に示す uDMCs 中には 32種類 (3 + 29) のタンパクの存在が確認

され、赤色の円で示す dDMCs中には 51種類 (29 + 22) のタンパクが確認された。両試料に

共通して存在した 29 種類のタンパクのうち 9種類が「protein ratio > 1」となり、uDMCs よ

りも dDMCs 中に多く含まれることがわかった。これらより、dDMCsのみに含まれる 22種
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類と共通タンパク中で「protein ratio > 1」を示した 9種類の合計 31種類のタンパクが uDMCs 

と比較し dDMCs中に量的に多く含まれており、創傷治癒を促進する分子の候補と考えられ

た。これら 31種類のタンパクについて文献的検索より細胞の様々な機能を促進し、創傷治

癒に関連する報告のある候補分子を抽出し、表に示す 4種類の候補、junction plakoglobin、

protein S100-A7、protein S100-A8、prolactin-inducible protein を同定した。 

 

4) 小括 

RP-HPLC 解析により回収された DMCs分画試料について、分解を受けていない uDMCs

から得られた分画 #12 + #13 は歯髄細胞の増殖を促進し、直接覆髄剤として用いることによ

り欠損を伴う第三象牙質を誘導したが、MMP20 による分解を受けた後の dDMCsから得ら

れた分画 #12 + #13 は歯髄細胞の増殖に加え、分化と石灰化も促進し、直接覆髄剤として用

いることで露髄面を完全に閉鎖する第三象牙質を誘導した。これらの結果から、DMCsが

MMP20による分解を受けることで遊離した生理活性を持つ分子が dDMCs から得られた分

画 #12 + #13に存在し、歯髄創傷治癒を促進していることが示された。 

さらに、これらの分画中に含まれるタンパクの解析により、歯髄創傷治癒を促進する可

能性を持つ 4種類の候補タンパク、junction plakoglobin、protein S100-A7、protein S100-A8、

prolactin-inducible protein が同定された。 

そこで、これらの候補タンパクが歯髄組織の創傷治癒または歯髄細胞に与える影響を検
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討するため、ヒト組み換えタンパクを用いた実験をおこなうこととした。 
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Ⅲ．同定された分子が象牙質－歯髄複合体および歯髄細胞に与える

影響の検証 

 

1) 目的 

これまでの実験で同定された、MMP20 による象牙質基質タンパク分解産物中に存在する

4 種類の歯髄創傷治癒を促進する候補タンパクについて、MMP20による処理後のタンパク

構造の変化と、象牙質－歯髄複合体および歯髄細胞の創傷治癒に与える影響を検討するた

めに以下の実験をおこなった。 

 

2) 材料および方法 

① 候補タンパク試料の調整 

これまでに同定された歯髄創傷治癒を促進する可能性を持つ候補タンパクを用いて、そ

の機能解析をおこなうために、組み換えタンパクを用いた実験をおこなった。ヒト組換え

タンパクである junction plakoglobin (JUP) (Abnova, Taipei, 中華民国) (コムギ胚芽由来)、

protein S100-A7 (A7) (PROSPEC, Ness-Ziona, イスラエル) (大腸菌由来)、protein S100-A8 (A8) 

(PROSPEC) (大腸菌由来)、prolactin-inducible protein (PIP) (Abcam, Cambridge, 英国) (コムギ

胚芽由来) を PBS中に溶解し 37°C にて 24時間静置したものを MMP20処理前タンパク試

料とし、これら 4つのタンパクを MMP20と 37°C にて 24時間反応させたものをMMP20処
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理後タンパク試料とし、以降の実験に用いた。 

 

② 候補タンパクのプロファイル解析 

「Ⅱ－結果④」において同定されたタンパクが MMP20 の分解基質となりうるかを調べる

ため、MMP20処理前および処理後タンパク試料 (40 µg/ml) と、MMP20を PBS中に溶解し

た直後の試料 5 µg/mlならびに PBS に溶解後、37°Cにて 24時間静置した試料を用い、タン

パクプロファイルを観察するために SDS-PAGE にて解析をおこなった。 

Loading buffer (Thermo Fisher Scientific) に溶解した各試料 30 µlを、85 °C にて 2分間温熱

処理をおこない、10-20 % Tris-Glycine Mini Gels (Thermo Fisher Scientific) に 200 V で 40分間

電気泳動をおこなった。その後、銀染色 (Silver Express; Thermo Fisher Scientific) によりバン

ドを可視化し、観察をおこなった。ラダーには mark12 unstained standard (Thermo Fisher 

Scientific) を用いた。 

 

③ 候補タンパク試料を用いた直接覆髄実験 

「Ⅱ－結果④」において同定されたタンパクが歯髄組織の第三象牙質形成能に与える影

響を評価するために、先行研究を参考に 1 µg/mlおよび 0.1 µg/mlの濃度に調整された 40 

MMP20による処理後のタンパク試料、コントロールとして MMP20を PBSにて希釈し、各

タンパク試料と反応させた MMP20 と同濃度に調整した溶液を用い、「Ⅱ－材料および方
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法③」と同様の手法を用い直接覆髄実験をおこなった。覆髄から 4週間経過後、「Ⅱ－材

料および方法④、⑤」と同様の手法を用いてマイクロ CT画像解析および病理組織学的評価

をおこなった。試料数は各条件につき 3とした。 

 

④ 候補タンパク試料が RPPCsの細胞機能に与える影響 (in vitro) 

前項で第三象牙質形成能を促進した試料が歯髄細胞の遊走能、増殖能、分化能および石

灰化能に与える影響を in vitroで検討した。実験群には MMP20による処理後のタンパク試

料を培養液にて希釈し、それぞれの試料が覆髄実験で良好な第三象牙質形成能を認めた濃

度と、その 10倍希釈濃度に調整した試料を用い、コントロール群として MMP20を培養液

にて希釈し、各タンパク試料と反応させた MMP20 と同濃度に調整した試料を用いた。試

料調整に用いた培養液は、遊走能と増殖能の評価には 1 % FBS 含有 α-MEMを、分化能と石

灰化能の評価には石灰化誘導培地を用いた。 

 細胞遊走能の評価は Trans well法 (Cytoselect; Cell Biolabs, San Diego,米国) を用いておこ

なった。上段ウェルには無血清培地中で一晩培養した RPPCsを 1 % FBS 含有 α-MEMとと

もに 20,000cells / wellとなるように播種し、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下段ウェルに各試料を加え、37°C、5 %CO2気相下で 2時間培養後、メ

ンブレンを通過した細胞を、下段ウェルに detachment bufferを加え 30分作用させることで

剥離し、蛍光染色 (CyQuant; Cell Biolabs) をおこなった。その後蛍光強度 (485 nm / 535 nm) 
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をマイクロプレートリーダー (ARVO MX) を用い測定した。増殖能、分化能、石灰化能の

評価は「Ⅱ－材料および方法⑦、⑧」と同様の手法でおこなった。試料数は各条件につき 6

とした。 

 

⑤ 統計学的解析 

上記の実験において得られた結果は、One way ANOVAおよび Tukey’s testまたは Dunnett’s 

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 

①  候補タンパクのプロファイル解析 

MMP20による DMCs の分解を受けて、歯髄創傷治癒を促進する分子の候補として同定さ

れたタンパクが、dDMCs中に存在する際に、全長タンパクとして存在するのか、個々のタ

ンパクがMMP20の分解基質となり分解を受け、そのタンパク断片もしくはペプチドとして

存在するのかを調べるために、SDS-PAGEによる各タンパクのプロファイル解析をおこなっ

た (図 6)。 

その結果、MMP20単体は 37°C で 24時間静置することで最初は観察されていたバンドが

消失することが確認された (図 6A)。JUP はMMP20 で処理することにより処理前に観察さ

れていた部分よりも低分子の領域に新たなバンドが観察された (図 6B)。一方、PIP、A7お
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よび A8については新たなバンドは確認されなかった (図 6C, D)。 

 

②  候補タンパク試料を用いた直接覆髄実験 

「Ⅱ－結果④」において歯髄創傷治癒を促進する分子の候補として同定されたタンパク

が第三象牙質形成に与える影響を調べるため、dDMCsの作製時と同様の方法にて各組み換

えタンパク試料をMMP20 で処理したものを覆髄剤として用いて、直接覆髄実験をおこなっ

た。直接覆髄から 4週間経過後におこなったマイクロ CT 画像解析の結果、0.1 µg/ml の JUP

と PIP、1 μg/mlの A7を用いた場合、露髄面を完全に覆うような第三象牙質形成がマイクロ

CTにて観察された (図 7) が、その他の試料では露髄面を閉鎖するほどの第三象牙質形成は

認められなかった。形成された第三象牙質の体積を定量した結果、それぞれの試料に対応

するMMP20単体を覆髄剤として用いたコントロールと比較し、1 µg/mlの A7のみが有意に

第三象牙質形成を促進した (P < 0.05) が、0.1 μg/mlの PIP および JUP も促進傾向が認めら

れた (P > 0.05) (図 8)。一方、A8に関してはコントロールと比べて第三象牙質形成の促進な

らびに露髄面の完全な閉鎖は認められなかった。 

マイクロ CT解析にて露髄面の完全な閉鎖が認められた試料については、結果の検証のた

めにおこなった H-E 染色像から、形成された第三象牙質の窩洞側に生細胞は存在せず、露

髄面の完全閉鎖が観察された (図 9)。 
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③  候補タンパク試料が RPPCsの細胞機能に与える影響 (in vitro)  

前項における直接覆髄実験で第三象牙質形成を促進したMMP20 処理後の候補タンパク

試料と、その10倍希釈した試料を用いて歯髄細胞の機能に与える影響を in vitroで評価した。 

その結果、いずれの試料も歯髄細胞の遊走能には影響を与えなかった (図 10A)。細胞増

殖能については、0.1 µg/mlの JUP と 1 µg/mlの A7は培地のみと比較すると有意に細胞増殖

を促進したが (P < 0.05)、MMP20のみを含有するコントロールと比較すると有意差は認め

られなかった (P > 0.05) (図 10B)。一方、細胞分化能、石灰化能についてはすべての候補タ

ンパク試料がコントロールと比較して有意にこれらの機能を促進した (P < 0.05) (図 11, 12)。 

 

4) 小括 

 「Ⅱ－結果④」において歯髄創傷治癒を促進する分子の候補として同定された 4種類の

タンパクのうち、JUP、PIP、および A7 を覆髄剤として用いて直接覆髄実験をおこなった

結果、露髄面を完全に覆うような第三象牙質が形成された。また、in vitroの実験系から、

これらの良好な第三象牙質形成能を認めた候補タンパクが歯髄細胞の分化、石灰化を促進

することが明らかとなった。 

 ⅡおよびⅢの結果から、象牙質基質タンパクを MMP20により分解することで JUP、PIP、

および A7の全長タンパクまたは断片化したタンパクが遊離して、歯髄細胞の分化および石

灰化を促進することで露髄面を完全に覆う第三象牙質の形成を誘導し、象牙質－歯髄複合
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体の創傷治癒を促進することが示唆された。 
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Ⅳ．考察 

 

 う蝕の進行や外傷、また窩洞形成時の偶発的露髄が生じた際におこなわれる直接覆髄法

は、歯髄組織が本来備える創傷治癒メカニズムを賦活することで、露髄により一部が破綻

した象牙質－歯髄複合体の修復、あるいは再生を促進することを目的としている。しかし

象牙質－歯髄複合体の創傷治癒メカニズムは未だ完全には解明されていない。 

これまでの歯髄創傷治癒メカニズムを検討した一連の先行研究から、う蝕の進行や窩洞

形成等の刺激により象牙質、または歯髄中で活性化されたmatrix metalloproteinase  

(MMP) 分子によって象牙質の有機成分が分解され 23－26、生じた象牙質基質の分解産物が

歯髄創傷治癒を促進することを報告してきた 23, 27。歯髄の最外側に配列している象牙芽細

胞から分泌された象牙質の有機成分である象牙質基質 (dentin matrix components : 

DMCs) は、歯髄細胞にとっての extracellular matrix (ECM) であり 27、様々な種類の生

理活性物質が含まれていることが知られている 28－33。骨のリモデリングの際に破骨細胞に

よる骨基質の分解の結果、遊離した TGF-β1が骨芽細胞の増殖および分化を促進するのと

同様に 21、前述の活性化されたMMP分子による DMCsの分解が生じた結果、糖タンパク

やその他のタンパクの集合体から遊離したタンパクやタンパク断片がさらに高い生理活性

を持ち、歯髄組織の創傷治癒を促進している可能性がある。特に DMCsがMMP20により

分解され、生じた DMCs分解産物 (digested DMCs: dDMCs) が in vitroにおいて歯髄細
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胞の機能を促進し、さらには象牙質－歯髄複合体の創傷治癒を in vivoで促進した 40ことか

ら、dDMCs中に歯髄創傷治癒に関わる重要な分子が存在すると考えられるが、その分子の

詳細については現在も不明である。そこで本研究では、MMP20による分解を受けた DMCs

中に存在し、歯髄組織の創傷治癒を促進する分子の同定、および同定された分子が歯髄細

胞および象牙質－歯髄複合体に与える影響の検討をおこなった。 

DMCs中にはMMPs分子以外にもセリンプロテアーゼやシステインプロテアーゼといっ

た内因性の酵素が存在している 43, 44。本研究で dDMCsの調整にあたり使用したMMP20

は歯に特異的に発現するMMP分子と考えられており 41, 42、エナメル関連タンパクを分解

することでエナメル質形成への関与が報告されている 45 他、dentin sialophosphoprotein

を分解することで象牙質形成に関与する可能性が報告されている 46。しかしMMP20の分

解基質についての報告は少なく、dDMCs中に含まれる分子については過去に報告がない。

本研究では dDMCsのコントロールとして untreated DMCs (uDMCs) を用いた。その場合、

uDMCsの粉末を PBSに溶解後、37°C にて dDMCsと同じ時間静置し、MMP20を加えて

いないこと以外は同じ条件で調整することで dDMCsの効果を特異的に検討した。 

まず、dDMCs中の生理活性を持つ分子を含む分画を得るために、RP-HPLCを用いた分

析をおこなった。その結果、検出されたすべてのピークは 100分以内に観察された。これ

は象牙質に由来するタンパクをRP-HPLCにて分離しヒト歯根膜細胞のALP活性に与える

影響を調べた報告 46, 47 と類似する傾向を示した。RP-HPLC分析の結果、uDMCsとdDMCs
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からそれぞれ回収された 14の分画のうち、分画 #12と #13において両試料のピーク形態

が著しく異なっていたことから、この分画に uDMCs、dDMCs間で異なる分子の存在が示

唆された (図 1 )。 

これまでの研究で、dDMCsが第三象牙質形成能を促進することが明らかとなっているこ

とから 40、前項で得られたどの分画が本現象に重要な役割を果たしているかを検索するため、

また、その分画中の分子が DMCs分解産物に特異的なものであるかを検証するために、得

られた分画を用いた直接覆髄実験をおこなった。その結果、RP-HPLC分析にて特異的なピ

ークが認められたdDMCs由来の分画 #12および #13中に第三象牙質の形成を促進する分

子が含まれていることが明らかとなった (図 2)。次に、これらの分画 #12、#13の分離が

不完全であるピークに含まれる生理活性を持つ分子がDMCsをMMP20で分解することに

より特異的に生じた分子であることを確認するために、uDMCsと dDMCsから得られたそ

れぞれの分画 #12と #13を合わせた分画 #12 + #13が第三象牙質形成に与える影響を直

接覆髄実験後のマイクロ CTによる画像解析と病理組織学的評価にて比較をおこなった。誘

導された第三象牙質の評価にマイクロ CTを使用することで、従前よりおこなわれてきた病

理組織学的評価のみでの評価と比較し、第三象牙質中の欠損の有無について、より客観的

にかつ三次元的に評価できるようになり 48、さらに第三象牙質の体積の定量評価も可能とな

ったが、軟組織である歯髄の覆髄に対する生体反応の評価と、解像度の問題によりマイク

ロ CTでは評価不可能な象牙細管構造などの硬組織の微小構造については病理組織学的評
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価と併せて評価をおこなった。その結果、dDMCs由来の分画を直接覆髄剤として用いた場

合は uDMCsと比較して、より高い第三象牙質形成促進能を示し (図 3A, B)、さらに新生第

三象牙質直下の歯髄では細胞体に突起状構造を有する象牙芽細胞様細胞層が認められた 

(図 3C, D)。これらの結果から、MMP20により分解を受けた DMCs分解産物中に存在する

歯髄創傷治癒を促進する分子が RP-HPLCによって特定の分画にて検出され、直接覆髄実

験にて示された良好な第三象牙質形成を誘導したと考えられる。 

また、本研究では RP-HPLC解析の際の移動相として 0.05 % ギ酸水溶液を用い、直接覆

髄実験に用いた試料はそれを 50倍希釈しているため、0.001 % ギ酸を含んでいる。ギ酸は

細胞毒性を持つことが報告されている 49, 50が、本研究で用いた程度の濃度では細胞機能に

影響を与えないことも報告されている 46, 47。本研究ではコントロールとして 0.001 % ギ酸

を含む PBSを用いた直接覆髄もおこなったが、第三象牙質の形成は認められなかった一方

で、歯髄壊死なども認めなかった (図 2A)。さらに直接覆髄剤の担体として用いたゼラチン

スポンジは、生体に対して活性を持たず、硬組織形成に影響を与えないことが知られてい

るが 51、むしろ機械的強度や辺縁封鎖性が不良であることから新生硬組織を誘導するための

担体としては創傷治癒の促進に不利であると考えられる。従って、今回の直接覆髄実験に

おいて新たに形成された第三象牙質は、dDMCsの分画 #12 + #13中に含まれる生理活性物

質が強く影響を及ぼした結果であると考えられる。 

次に in vivoの動物実験で確認された象牙質－歯髄複合体の創傷治癒のメカニズムを検
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討するために dDMCsから得られた分画 #12 + #13がラット歯髄初代培養細胞 (RPPCs) 

の増殖、分化そして石灰化に与える影響を in vitro で検討をおこなった。WST-1法の結果、

dDMCsの分画と uDMCsの分画は、ともに DMCs非含有のコントロールと比較して細胞

増殖を促進したが、dDMCsと uDMCsの間に有意差は認められなかった (図 4A)。これま

での研究で、dDMCsと uDMCsはともに細胞増殖を促進しなかったことが報告されている

40が、本研究では RP-HPLC解析により得られた分画を用いて実験をおこなうことによっ

て、細胞増殖を促進する分子の濃縮、あるいは細胞増殖を抑制する分子の排除が生じたた

めと考えられる。一方、dDMCs由来の分画が細胞分化および石灰化に与える影響について

は、 uDMCsの分画および DMCs非含有のコントロールと比較して有意にこれらの機能は

促進され (図 4B, C)、過去の報告と一致する結果が得られた 40。これらより、in vivoでの

直接覆髄実験において、歯髄内に存在する歯髄幹細胞の細胞増殖が dDMCsの分画と

uDMCsの分画の両試料で促進されるものの、象牙芽細様細胞への分化とそれに引き続く石

灰化基質分泌の過程においては、dDMCs由来の分画中に含まれる特定の分子の影響で第三

象牙質の形成が促進されたと考えられる。 

続いて、dDMCs由来の分画 #12 + #13中に含まれる創傷治癒を促進する分子の同定を

LC-MS/MSを用いておこなった。これまでの in vivoおよび in vitroの実験結果から、歯髄

創傷治癒を促進する分子は uDMCsの分画と比較して dDMCsの分画に多く含まれている

と考えられ、uDMCs と dDMCsの分画中に含まれるタンパク数を示すベン図において、
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dDMCsの分画に特異的に検出された 22種類のタンパクは創傷治癒を促進する分子の候補

の一部として考えられた (図 5)。また、uDMCsと dDMCs に共通する 29種類のタンパク

において、「protein ratio > 1 」を満たす 9種類のタンパクも dDMCs中に uDMCs中より

も量的に多く検出された分子であり、創傷治癒を促進する分子の候補の一部として考えら

れた。これらの候補として抽出された 31種類のタンパクの中から、過去の文献から生理活

性を持つことが報告されているものを検索した結果、JUP、A7、A8、PIP が歯髄創傷治癒

を促進する分子の候補として同定された。 

JUPはカテニンタンパクファミリーの一つで象牙質中での存在に加え 52, 53、ゼブラフィ

ッシュとヒトの歯に歯胚発生期の段階から発現が確認されている 54, 55。JUPは γ-カテニン

とも呼ばれており、構造および機能について β-カテニンと相同性を持ち、転写因子として

機能しWnt/Tcfシグナルに関与することが報告されていることから 56、候補タンパクの一

つとして抽出した。また、S100タンパクはカルシウム結合タンパクのファミリーであり、

細胞質内においてカルシウムイオン濃度の調節以外にも細胞増殖、分化に関与しているほ

か、細胞質外では細胞遊走、抗菌作用や炎症制御に関わるという報告がある 57。さらに S100

タンパクは象牙質う蝕直下の歯髄組織において発現が上昇することも知られており 58、本実

験で同定された S100-A7ならびに A8は象牙質中にも存在が確認されている。A7ならびに

A8は傷害関連分子パターン (damage-associated molecular patterns: DAMPs) として機

能し、好中球や単球、マクロファージの走化性因子として作用する 59－61ほか、NF-κB シグ
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ナルを経由し創傷治癒の初期に必要な炎症を促進することが知られている 57。また、A8は

マウスマクロファージのWntシグナルを促進するという報告もある 62ことから候補タンパ

クとして抽出した。PIPは乳ガンのマーカー分子として知られており 63, 64、乳ガン細胞の

細胞増殖を促進する 65。また PIPの発現は骨系分化に必須の転写因子である RUNX2によ

って制御されることが報告されており 64、本研究においては歯髄創傷治癒を促進する分子の

候補として抽出した。これらのタンパクが歯髄細胞に与える影響についてはこれまでに報

告がなく、検証が必要であると考え、in vivoおよび in vitroにおいて実験をおこなった。 

本研究において同定、抽出されたタンパクがMMP20による分解を受け、dDMCs中に存

在する際に、全長タンパクとして存在するのか、あるいはMMP20による切断を受けタン

パク断片として存在するのかを調べるために、上記で抽出された各種タンパクがMMP20

による処理の前後で構造が変化するかをSDS-PAGEにて検証をおこなった。その結果、JUP

のみMMP20処理によるタンパクの断片化が確認できた (図 6) が、他のタンパクについて

はタンパク分解による新たなバンドは確認できなかった。しかし、実験に用いたゲルの検

出範囲を超えて低分子化した断片化ペプチドの存在や、検出限界以下の低濃度で可視化に

至らなかったバンドの存在も否定はできない。そこで以降の候補組み換えタンパクを用い

た in vitroおよび in vivoでの機能解析にはMMP20処理後のタンパクを用い、コントロー

ルとしてタンパク試料分解に用いたMMP20と同濃度のMMP20を24時間静置した試料を

用いて実験をおこなった。 
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 候補タンパクを用いた in vivoでの直接覆髄実験の結果、0.1 µg/mlの JUPとPIP、1 µg/ml

の A7を覆髄剤として用いた試料では露髄面を完全に覆う第三象牙質が形成され、歯髄の創

傷治癒を促進することが示された (図 7-9)。そこで、これらの試料と 10倍希釈された試料

を用いて、歯髄細胞に与える影響を in vitroにて解析をおこなったところ、すべての候補タ

ンパクは歯髄細胞の遊走能には影響を与えなかった一方で、JUPと A7は添加濃度によっ

ては細胞増殖能を促進する傾向にはあったが有意差は認められなかった。また、JUP、PIP

ならびにA7は歯髄細胞の分化および石灰化能を有意に促進することが明らかになった (図

10)。これらの in vitroの実験の結果より、dDMCsの分画が uDMCsの分画と比較し細胞

分化および石灰化を促進した (図４) 理由は、dDMCsの分画中に存在する JUP、PIPなら

びに A7の影響によるものであることが示唆された。本現象のメカニズムとして、JUPは

細胞質内で集積し核内移行することにより転写因子として働くこと 54、あるいは β-カテニ

ンと競合してグリコーゲン合成酵素キナーゼ (glycogen synthase kinase: GSK) 3β による

リン酸化を受ける 66ことで間接的に β-カテニンの核内移行を促進することが挙げられる。

すなわち β-カテニンのエクソソームによる細胞質内濃度調整機構 67と同様の JUP濃度調整

機構あるいはトランスポーターが存在し、細胞質外で JUPの濃度が上がることにより JUP

の細胞質内集積が起こり、上記の直接的、または間接的なWnt / TCFシグナル経路の活性

化が生じた可能性や、歯髄細胞に未知の JUPの受容体が存在している可能性がある。本研

究により JUPがMMP20により分解を受けること明らかとなったので (図 6B)、JUPの構
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造のうちTCFに結合するアルマジロ反復配列 56および転写活性を持つカルボキシル末端 66

が細胞質内に集積することにより直接的なWnt / TCFシグナル経路の活性化、そして

GSK3β によりリン酸化を受けるアミド末端 68が細胞質内に集積することにより間接的な

Wnt / TCFシグナル経路の活性化を引き起こす可能性がある。一方、PIP は CD4分子に親

和性を持ち 69 Th1およびマクロファージの活性化に関与すると考えられている 70が、その

受容体やその下流のシグナル経路については完全には解明されていない。歯髄細胞に PIP

が結合する受容体が存在するかも未だ不明であるが、細胞分化や石灰化と関連するシグナ

ル経路が存在する可能性もあるため、今後検証する必要があると考えられる。A7は免疫担

当細胞に対する走化性因子と報告されているが 59－61、本研究においては歯髄幹細胞や、そ

の他の非特異的な歯髄細胞に対する走化性因子としての機能は確認できなかった。しかし、

歯髄細胞にもパターン認識受容体 (pattern recognition receptors: PRRs) が存在すること

は報告されており 71、A7が DAMPsとして歯髄細胞の PRRsに作用することで細胞分化な

らびに石灰化を促進するシグナル経路の活性化や他の現象が発生している可能性もあると

考えられる。その場合はアミノ酸配列ではなくタンパクの立体構造が重要であるが、A7の

立体構造のうちどの部分が DAMPsとして PRRsに認識されるかは未だ解明していない。

これらのタンパクが象牙質－歯髄複合体および歯髄細胞に与える影響の評価は著者が知る

範囲内では本研究が初であり、今後さらなる詳細なメカニズムの解析へと展開していきた

いと考えている。 
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 以上の結果から、MMP20による DMCsの分解の結果、JUP、PIPならびに A7の全長

タンパク、またはタンパクの断片が遊離し、歯髄細胞の分化および石灰化を促進すること

により第三象牙質の形成を促進し、歯髄の創傷治癒に寄与していることが明らかとなった。

う蝕の侵襲による影響を受けた歯髄におけるMMP20の発現量の変化についてはこれまで

に報告がないものの、歯髄創傷治癒メカニズムの一端として本現象が起こっていることが

示唆された。また本研究では検証しきれなかったが、タンパクがMMP分子などの酵素に

よる切断を受け、機能ドメインが三次元構造の表面に露出することやタンパクの三次元構

造が変化することで活性が上昇したり、タンパクの断片が全長のタンパクと異なる活性を

持つ場合があることが知られている 72－74。今回は全長の組み換えタンパクをMMP20にて

処理した試料について解析をおこなっているが、それぞれのタンパクの機能ドメインや機

能的なモチーフを明らかにすることで象牙質－歯髄複合体の創傷治癒機構に基づいた生物

学的覆髄剤の開発へと展開できれば、歯髄の保存にとどまらず歯の保存、ひいては口腔健

康の保全に大きく貢献できるものと期待される。 
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Ⅴ．結論 

 

 本研究により、MMP20により分解された象牙質基質タンパク中に存在する junction 

plakoglobin、protein S100-A7ならびに prolactin-inducible protein、あるいはこれらのタンパク

の断片が象牙質－歯髄複合体の創傷治癒を促進することがわかり、第三象牙質形成メカニ

ズムの一端が明らかとなった。 
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紫外線吸光度 (mAU)
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図1 uDMCsおよび dDMCsの RP-HPLC によるピーク分析

RP-HPLC による uDMCs 、dDMCsのピーク分析の結果を示す。両試料間で得られたピークの形態が大き
く異なる部位を矢印で示す (保持時間 90 分付近)。破線で示す保持時間ごとに両試料から分画の回収を
おこない、分画 #1～ #14 を得た。



図2 dDMCs分画試料を用いた直接覆髄実験の病理組織学的評価

#12 #13

A：dDMCsの分画 #12 および #13 を用いて直接覆髄実験をおこなった試料のH-E染色像を示す。コン ト
ロールには 0.001% のギ酸を含む PBS を用いた。B：dDMCsの分画 #1 ～ #11、および #14 を用いて直
接覆髄実験をおこなった試料のH-E 染色像。
露髄部直下に本来存在した髄角と原生象牙質の境界を点線で示す。
P=pulp, D=dentin, TD=tertiary dentin, C=cavity
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図3 uDMCs と dDMCs分画試料を用いた直接覆髄実験の
マイクロ CT 画像解析と病理組織学的評価

A：uDMCs と dDMCsの分画 #12 + #13 を用いた直接覆髄 4 週間後のマイクロCT画像解析による三次元
構築画像と矢状、体軸、冠状断面像を示す。第三象牙質をピンク色で示す。コントロールとして
0.001% のギ酸を含むPBSを用いた。B：第三象牙質体積の定量結果。同一文字で示された群間に有意差
がないことを示す (One way ANOVA, Tukey’s test, P < 0.05)。C, D：dDMCsの分画 #12 + #13 を用いて覆
髄をおこなった試料のH-E染色像の弱拡大 (C) と四角で囲んだ部位の強拡大 (D) を示す。破線は第三象
牙質と原生象牙質の境界を示し、丸で囲む部位に突起様構造を持つ象牙芽細胞様細胞が認められる。
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図4 DMCs 分画試料が歯髄細胞機能に与える影響の評価 (in vitro)

uDMCs と dDMCsの分画 #12 + #13 が歯髄細胞のA増殖能、B分化能、C石灰化能に与える影響を示
す。コントロールとして 0.001% のギ酸を含むPBSを用い、B、Cについては上段に染色画像、下段に定量
結果を示す。同一文字で示された群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, Tukey’s test, P <

0.05)



図5 DMCs 分画試料中に含まれる歯髄創傷治癒を促進する分子の同定

uDMCs (#12 + #13) dDMCs (#12 + #13)
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(dDMCs中でより多く検出された分子)
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protein ratio ＞ 1.0protein ratio ≦ 1.0
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31種類の dDMCs中に
より多く含まれるタンパク

文献的検索

4種類の創傷治癒を
促進する分子の候補を抽出

uDMCs と dDMCsの分画 #12 + #13 中に含まれるタンパク解析の結果を表したベン図。青色の円は
uDMCs、赤色の円は dDMCsの分画中に含まれるタンパクの数を示す。uDMCs と dDMCsに共通して存
在するタンパクについては [protein ratio] を計算した ([protein ratio] = [ dDMCsでのピーク強度 ] / 

[ uDMCsでのピーク強度 ])。dDMCs特異的に検出された四角で囲まれた 22 種類のタンパクと、
「proteinratio > 1」を示した四角で囲まれた 9 種類のタンパクは、uDMCs と比較し dDMCsの分画中に多く
検出されたタンパクであり、それらの中から文献的検索をおこなうことで 4 種類の創傷治癒を促進する分
子の候補を抽出した。



Protein ID Protein description Protein ratio

tr|A0A024R1X8|A0A024

R1X8_HUMAN
Junction plakoglobin 9999

sp|P31151|S10A7_HUM

AN
Protein S100-A7 9999

sp|P05109|S10A8_HUM

AN
Protein S100-A8

dDMCsのみに
存在

sp|P12273|PIP_HUMAN Prolactin-inducible protein
dDMCsのみに

存在

表歯髄創傷治癒を促進する分子

LC-MS/MSの結果、歯髄創傷治癒を促進する候補タンパクとして同定されたタンパクの詳細を示す。
Protein ID：データベース (Uniplot) 上での各タンパクのID

Protein ratio = [ dDMCsでのピーク強度 ] / [ uDMCsでのピーク強度 ]



図6 歯髄創傷治癒を促進する候補タンパクのプロファイル解析

(kDa) (kDa)

A：MMP20 単体の 0, 24 時間静置後、B：MMP20 による処理前後の JUP、C：MMP20 による処理前後
の PIP 、D：MMP20 による処理前後のA7 および A8 のプロファイル解析の結果を示す。24 時間静置、
あるいはMMP20 処理によりバンドに変化が認められた部位を赤矢印で示す。
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JUP 0.1 µg/ml

PIP 0.1 µg/ml

A7 1 µg/ml

1000 µm 

1000 µm 

1000 µm 

図7 歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクを用いた
直接覆髄実験のマイクロ CT画像解析

第三象牙質による露髄面の閉鎖が認められた試料 (JUP 0.1 µg/ml、PIP 0.1 µg/ml、A7 1 μg/ml) のマイクロ
CT 画像解析による三次元構築画像と矢状、体軸、冠状断面像を示す。第三象牙質をピンク色で示す。
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図8 歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクを用いた
直接覆髄実験のマイクロ CT による第三象牙質の体積の定量評価

A7、A8、PIPおよび JUP (1 µg/ml または 0.1 µg/ml) を用いた直接覆髄により誘導された第三象牙質体
積の定量結果を示す。各タンパク試料と反応させたMMP20 と同濃度のMMP20 含有 PBS をコントロー
ルとして用いた。なお、図7にて露髄面の完全な閉鎖を認めた試料は赤字で示す。
コントロールと比較し有意差がある試料を＊で示す。 (One way ANOVA, Dunnett’s test, P < 0.05)
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図9 歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクを用いた
直接覆髄実験の病理組織学的評価

マイクロ CT にて露髄面を覆う第三象牙質が確認された試料 (図上部) のH-E染色像と四角で囲まれた
部位の強拡大像を示す。
露髄部直下に本来存在した髄角と象牙質の境界を点線で示す。
P=pulp, D=dentin, TD=tertiary dentin



図10歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクが歯髄細胞の
遊走能および増殖能に与える影響の評価 (in vitro)

A7 (1 µg/ml または 0.1 µg/ml)、PIP および JUP (0.1 µg/ml または 0.01 µg/ml) が歯髄細胞のA：遊走能、
B：増殖能に与える影響を示す。各タンパク試料と反応させたMMP20 と同濃度のMMP20 含有 PBSおよ
び1% FBS のみを含む培地をコントロールとして用いた。同一文字で示された群間に有意差がないことを示
す (One way ANOVA, Tukey’s test, P < 0.05)。
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図11歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクが歯髄細胞の
分化能に与える影響の評価 (in vitro)

A7 (1 µg/ml または 0.1 µg/ml)、PIP および JUP (0.1 µg/ml または 0.01 µg/ml) が歯髄細胞の分化能に与え
る影響を示す。上段に染色画像、下段に定量結果を示す。各タンパク試料と反応させたMMP20 と同濃度
のMMP20 含有 PBSおよび 1 % FBS のみを含む培地をコントロールとして用いた。同一文字で示された
群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, Tukey’s test, P < 0.05)。
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図12 歯髄創傷治癒を促進する可能性のある候補タンパクが歯髄細胞の
石灰化能に与える影響の評価 (in vitro)

A7 (1 µg/ml または 0.1 µg/ml)、PIP および JUP (0.1 µg/ml または 0.01 µg/ml) が歯髄細胞の石灰化能に
与える影響を示す。上段に染色画像、下段に定量結果を示す。各タンパク試料と反応させたMMP20 と
同濃度のMMP20 含有 PBS および1% FBS のみを含む培地をコントロールとして用いた。同一文字で示
された群間に有意差がないことを示す (One way ANOVA, Tukey’s test, P < 0.05)。
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