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Ⅰ．緒言 

 

進行したう蝕が象牙質に到達すると、歯の最内層にある歯髄組織に外部からの刺激が伝

播される。この侵害刺激に対して、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働く[1-4]。 

歯科臨床において、う蝕除去後や窩洞形成時に偶発的露髄をきたした際、直接覆髄法が

おこなわれるが、本法の目的は、前述の創傷治癒機構を賦活し、歯髄を保護・修復するこ

とである。現在広く用いられている覆髄材として、水酸化カルシウム製剤や Mineral 

Trioxide Aggregate (MTA) をはじめとするケイ酸カルシウム系セメントが存在する[5, 6]。こ

れらの覆髄材を用いて直接覆髄を行った場合の治療の成功率は、は、覆髄後 1年以内の成

功率は 75-100 %であるものが、3 年以上経過すると成功率は 37.6-98 % へと変化すること

が 23文献を抽出した Aguilarらのシステマティックレビューで報告されているが[7]、この

臨床成績にはまだ改善の余地はあると考えられる。そこで、直接覆髄法のより高い成功率

を求めて様々な新しい材料を用いた覆髄材の研究および開発がおこなわれており、高脂血

症の治療薬であるシンバスタチンが歯髄細胞の分化を誘導するという報告や[8]、多糖類の

一種であるキトサンを覆髄材として用いるという報告[9, 10]、さらにタンパク質を用いた

報告では Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2) [11]や Growth/differentiation factor 11 (Gdf11) 
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[12]、Delta-like 1 homolog (Dlk1) [13]などがある。しかし、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

物学的な覆髄材は存在しない。 

象牙質の約 20%を占める有機成分である象牙質基質成分 (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質であ

る。後天的にう蝕や外傷などにより象牙質が傷害を受けることで、本来は象牙質中に不活

性型として存在しているタンパク質分解酵素である Matrix Metalloproteinase (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

ける[14-16]。 

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

活性化することや、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、さらに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報告されている

[17]。さらに、MMP20の作用により生じた DMCs分解産物をプロテオーム解析することで

同定された Protein S100A7 (S100A7) 、Protein S100A8 (S100A8) が、in vitro において歯髄

細胞の増殖・分化・石灰化能を活性化し、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たことより、S100A7、S100A8が象牙質－歯髄
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複合体の創傷治癒を促進することが明らかになった[18]。S100A7、S100A8が属する

Protein S100 ファミリーは、脊椎動物でのみ発現する、分子量が 8～14kDa 程度の低分子量

タンパク質群である。Protein S100ファミリーは細胞内に存在し、核酸や転写因子に結合す

ることで機能するが、Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs、ダメージ関連分子パ

ターン) の一つとして細胞の損傷や細胞死により細胞外に放出される場合もあり Receptor 

for Advanced Glycation end-products (RAGE) や Toll-Like Receptor 4 (TLR4) 、Gタンパク質

共役受容体、スカベンジャー受容体等の細胞表面に存在する膜受容体に結合することでも

機能する[19]。細胞外に存在する Protein S100ファミリーは、細胞増殖、分化、遊走、組織

の炎症の調節をおこない、抗菌作用も有する[20]。さらに、S100A7、S100A8、S100A9 は

象牙質に存在するという報告があり[18, 21]、ヘテロダイマーである S100A8/9 で処理した

間葉系幹細胞によってマウス皮膚創傷モデルの治癒が促進されたという報告や[22]、

S100A8および S100A9が骨芽細胞や軟骨細胞の分化を促進するという報告もある[23]。以

上のことから、Protein S100 ファミリーは歯髄の創傷治癒を促進する作用を持つことが示唆

されており、本タンパク質を覆髄材として用いることができれば、生理学的な歯髄創傷治

癒を促進する材料の開発が可能になると考えた。 

しかし、タンパク質の組替え体として覆髄材に用いるには様々な問題がある。例えば、タ

ンパク質の精製は技術的に煩雑で、高い精製度を達成するのは困難であり、さらに

S100A7のようなジスルフィド結合をもつタンパク質は、通常の大腸菌を用いた方法では
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精製過程において問題が生じやすく、リフォールディングなどの特別な方法が必要になる

可能性がある[24]。また、タンパク質精製には高額な費用が必要であり、精製過程におい

て遺伝子組換え生物を用いるため、安全面での懸念があることや、タンパク質は保管のた

めの温度条件が厳しいことなども挙げられる。そこで本研究では、このような問題を解決

するために、タンパク質の機能配列部分のみを抽出したペプチドを用いることを着想し

た。ペプチドであれば、化学合成で作成できるため、安価に、製造ロットによる差もな

く、さらに長期保管や冷凍保存も可能である上に、凍結乾燥粉末にすれば冷蔵保存もでき

るため、組換えタンパク質を用いた場合の問題点を解決することが可能となる[25, 26]。こ

れまでにペプチドを用いた覆髄材の開発・研究として、ビーグル犬の直接覆髄モデルにて

エナメル上皮に存在する Copine-7 (Cpne7) 由来のペプチドを用いることで、象牙細管状構

造をもつ第三象牙質を形成したという報告や[27]、象牙質特異的なタンパク質である

Dentin sialophosphoprotein (DSPP) のアミノ酸配列をペプチドとして用いた報告などが存在

する[28-30]。しかし Cpne7由来ペプチドは、カルシウム結合能を持つ機能配列近傍のリン

カー領域を用いたものと報告されているものの、その選出方法の根拠については不明であ

る。また DSPP 由来ペプチドはアルギニン−グリシン−アスパラギン酸 (RGD) 配列周辺を

用いており、RGD配列は細胞との接着に関与すると報告されているものの、歯髄創傷治癒

過程における機能を特異的に活性化するような配列を選出しているとは言えない。 

以上の背景から、これまでの一連の先行研究において歯髄創傷治癒の過程で発現し、歯
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髄創傷治癒を促進することが明らかとなっている Protein S100 ファミリーから、先端的な

スクリーニング法で機能ペプチドを選出し、歯髄の創傷治癒を促進する生物学的根拠に基

づくペプチド覆髄材を開発することを目的とした。 
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Ⅱ．第三象牙質形成過程の S100A7に対して MMP-20が与える影響

の検討 

 

先行研究[18]において、DMCsと MMP-20を反応させ得られた DMCs分解産物をプロテ

オーム解析することで S100A7 は同定されたが、その際、S100A7 がMMP-20によって分解

を受けて断片化した結果、歯髄創傷治癒を促進しているのか、もしくは S100A7が全長の

まま機能しているのかについては不明であった。そのため、歯髄創傷治癒過程において

S100A7がMMP-20によって影響を受けているかを評価するため、以下の実験を行った。 

 

1) 材料および方法 

① S100A7および MMP20と反応させた S100A7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：28-

013-0) 。 

8週齢雄性Wistar系ラットに全身麻酔として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) の腹腔内注射をおこない、疼痛緩和のためカルプロ

フェン (RimadylⓇ, Pfizer, 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、歯面および周囲組織をアルコール綿球にて清拭後、窩洞形成を Komichiらの

報告[18]をもとに以下の方法でおこなった。左右上顎第一臼歯に対して電気エンジン 
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(VIVAMATE G5Ⓡ, NSK, 栃木) に装着したラウンドバー (#1, Dentsply Maillefer, スイス) を

用い、咬合面より近心髄角に露髄するような実験的窩洞を形成した。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、S100A7 (PROSPEC, Israel) を 1 μg/mlの濃度で

含有したダルベッコ-リン酸緩衝生理食塩水 (PBS, ナカライテスク, 京都) もしくは、同溶

液をMMP-20 (フナコシ, 東京) で処理 (0.01 μg/ml のMMP-20を添加後 37°C にて 24時間

静置) した溶液を、それぞれ 20 μl浸漬させたゼラチンスポンジ (SpongelⓇ, アステラス製

薬, 東京) を用いて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, 京都) 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、以下の方法で評価をおこなった。試料数は各条件につき 3とし

た。 

 

② マイクロ CTによる画像解析 

直接覆髄後の試料について、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。被験歯の断層撮影は管電圧 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、上顎第一臼歯の水平断面を XY平面、矢状断面を YZ平面、前頭断面を ZX平面と
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し、YZ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。各断面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。 

 

③ 病理組織学的評価 

マイクロ CT解析に用いた試料を、4 %パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液にて 12時

間、4°C にて浸漬固定後、カルキトックス (富士フイルム和光純薬, 大阪) 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、回転式ミクロトーム (RM 2155, Leica, ドイツ) にて厚さ 5 μmの連続切片を作成

後、ヘマトキシリン-エオジン (H-E) 染色を行った。第三象牙質の病理組織学的評価は光

学顕微鏡 (BZ-X700, KEYENCE, 大阪) 下にておこなった。 

 

④ 統計学的解析 

マイクロ CT撮影後、画像解析にて計測した第三象牙質の体積の比較について、統計学的

有意差検定に Student’s t-testを用いて危険率 5 %で評価した。 

 

2) 結果 
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マイクロ CT解析の結果、S100A7 単体もしくは MMP20と反応させた S100A7を覆髄材

として用いた場合の双方において、露髄部を完全に覆う第三象牙質形成が観察された (図

1A) 。 

形成された第三象牙質の体積を定量・比較した結果、それぞれの試料間で有意差は認めら

れなかった (p> 0.05) (図 1B) 。 

マイクロ CT解析にて露髄面の閉鎖が認められた試料についておこなった H-E 染色像か

ら、双方の試料において第三象牙質内に微小な欠損は認めるものの、歯髄側と歯冠側が交

通するような大きい欠損は認めず、形成された第三象牙質による露髄面の完全閉鎖が確認

された (図 2) 。 
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Ⅲ．Protein S100ファミリー由来機能ペプチドの探索 

 

Komichiらの報告で[18]、S100A7もしくは S100A8の組換え体を覆髄材としてラットを対

象に直接覆髄実験を実施すると、どちらの覆髄材を用いた場合でも第三象牙質形成を促進

したことから、歯髄の創傷治癒に影響を与えるタンパク質の機能配列は Protein S100 ファミ

リーの間で保存されているアミノ酸配列に該当する可能性がある。またヒト由来の Protein 

S100 を用いてラットを対象に直接覆髄実験をおこなったにも関わらず、歯髄創傷治癒を促

進したことから、異なる動物種においても保存されている Protein S100由来のアミノ酸配列

が機能を発揮する可能性が高いと考えられる。そのため、Protein S100ファミリー間で保存

されている機能配列の探索を目的として、以下の実験をおこなった。 

 

1) 材料および方法 

① 配列アライメントを用いた Protein S100 ファミリーのアミノ酸配列の相同性の探索 

DMCsにおいてその存在が報告されており、かつ歯髄創傷治癒への関与が示唆されてい

るタンパク質である S100A7、S100A8、S100A9の 3種類を用い、さらに S100A7について

は Polar bear、 Brandt's bat、 Chinese tree shrew、 Black flying fox、 David's myotis、 

Human、 Bovine、 Horseの 8種、S100A8は Human、 Bovine、 Mouse、 Ratの 4種、ま

た S100A9は Human、 Bovine、 Rabbit、 Mouse、 Ratの 5種の哺乳類のアミノ酸配列を
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対象として相同性の高い領域を検索するため、配列アライメントを実施した。比較検討を

実施したアミノ酸配列は、タンパク質のアミノ酸配列に関する情報を網羅的に収集したデ

ータベースである Uniprot (https://www.uniprot.org/) に登録されているものを用い、配列ア

ライメントはマルチプルアライメントプログラムである CLUSTAL-W 

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) を用いて実施した。 

 

② ペプチドアレイ法を用いた機能ペプチドのスクリーニング 

配列アライメントにて得られた S100A7、S100A8および S100A9 のアミノ酸配列の相同

性が高い領域の中から、機能ペプチドのスクリーニング法であるペプチドアレイ法にて用

いる候補ペプチドをヒト Protein S100 のアミノ酸配列から選出した[31]。ペプチドのアミノ

酸残基数の決定にあたり、現在約 100種類以上存在するペプチド医薬品の約 80％は 10残

基以内のペプチド医薬品であること[32]、また骨芽細胞上の Receptor Activator of Nuclear 

factor-Kappa B Ligand (RANKL) に結合して骨形成シグナルを促進することが報告されてい

る W9ペプチド (アミノ酸配列:YCWSQYLCY) が 9残基から構成されていること[33]等の

情報から、本研究においても 9残基を用いることとした。 

上述の条件にて選出された候補ペプチドの機能についてスクリーニングすることを目的

に、Kanieらの報告に基づいてペプチドアレイ法をおこなった[31]。ペプチド合成器 

(ASP222, Intavis, ドイツ) を用いて、セルロース膜上に Fmoc固相合成法にてペプチドを合
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成し、96 wellプレート内に静置した。同プレートにヒト歯髄幹細胞 (hDPSCs, Lonza, スイ

ス) を 5,000 cells/well となるように播種し、石灰化誘導培地 (50 μg/mlアスコルビン酸 

(Sigma Aldrich, 米国), 10 mM β-グリセロリン酸 (Sigma Aldrich), 10 %FBS 含有Minimum 

Essential Medium Eagle, Alpha Modification (α-MEM) ) を用いて 37°C、5 %CO2気相下で 14

日間培養をおこなった。培地の交換は 3日毎におこなった。培養開始 14日後に培溶液を

除去、PBS にて洗浄し、10 %中性緩衝ホルマリン液 (富士フイルム和光純薬, 大阪) にて

30 分間固定した後、石灰化評価セット(PG Research, 東京)を用いてアリザリンレッド溶液

で 30分間染色をおこない、精製水にて洗浄後、同キットの石灰化結節溶解液を加え 10分

間撹拌し、色素が溶出した上清を用いて細胞の石灰化能について定量評価をおこなった。

評価にはマイクロプレートリーダー (ARVO MX, PerkinElmer, 米国) を用い 450 nmにおけ

る吸光度を測定し評価した。試料数は各条件につき 9とした。ネガティブコントロールと

して石灰化誘導能を持たないことがわかっているランダムペプチド (アミノ酸配

列:KHHAKVGSA) 、ポジティブコントロールとして骨形成能を持つことが報告されてお

り、歯髄創傷治癒も促進する Bone morphogenetic protein (BMP) 由来ペプチド (アミノ酸配

列:TLVNSVNSK) を用いた[31, 34]。 

 

2) 結果 

① 配列アライメントを用いた Protein S100 ファミリーのアミノ酸配列の相同性の探索 
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S100A7、S100A8、S100A9 の 3種類のタンパク質について、複数の哺乳類のアミノ酸配

列を対象として、相同性の高い領域を検索するため配列アライメントを実施した。その結

果、黄色で示す領域に相同性の高い部分が 3箇所認められ (図 3A、B、C) 、これらの領域

から、次におこなうペプチドアレイ法に用いる候補ペプチドを選出することとした。候補

ペプチドの選出の詳細を図 4に示す。配列アライメント (図 3) において、ヒト Protein 

S100 (赤文字) のアミノ酸配列の相同性が高い領域 (水色) の中から 9残基を選び、候補ペ

プチドとした。その候補ペプチドから 3残基ずつずらしたものも同様に候補ペプチドと

し、全ての赤枠で囲んだ黄色の領域から計 58 種類の候補ペプチドを選出した (表 1) 。 

 

② ペプチドアレイ法を用いた機能ペプチドのスクリーニング 

58種類の候補ペプチド存在下における hDPSCsの石灰化能の定量結果を図 5に示す。図

5Aの中で、hDPSCsの石灰化を誘導する上位 10種のペプチドを赤色で示し、これら 10種

のペプチドを配列アライメントのペプチド選出領域の結果と照合した結果を図 5Bに示

す。図 5B 中の 2箇所の黒枠で囲んだ領域において、hDPSCsの石灰化促進を示したペプチ

ドが多く重複しているのが認められた。その重複した領域から、図 5B-b中の領域から

S100A8由来のペプチド (アミノ酸配列: KLLETECPQ, 以下 No. 1ペプチド) と S100A9 由

来のペプチド (アミノ酸配列: ELVRKDLQN, 以下 No. 2ペプチド) を、図 5B-c中の領域か

ら S100A8由来のペプチド (アミノ酸配列: NTDGAVNFQ, 以下 No. 3ペプチド) と S100A9
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由来のペプチド (アミノ酸配列: NADKQLSFE, 以下 No. 4ペプチド) の 4種類のペプチド

が機能的な配列となる可能性が高いと考え、以降の実験にて検証をおこなうこととした。 
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Ⅳ．Protein S100ファミリー由来ペプチドが歯髄創傷治癒に与える

影響の検討 

 

これまでの実験にて抽出された Protein S100 ファミリー由来機能ペプチド No.1、2、3

および 4が歯髄創傷治癒に与える影響を調べるために、以下の実験をおこなった。 

 

1) 材料および方法 

① Protein S100ファミリー由来ペプチドが hDPSCsへの毒性および増殖能に与える影響

の評価 

No. 1から 4の 4種類のペプチドを、0.1、1、10、100 μg/mlの濃度で添加した 10 %FBS

含有 α-MEM培地に hDPSCs を 5,000 cells/well となるように 96 wellプレートに播種し、

37°C、5 %CO2気相下で 2日間培養した。培養液上清を採取し、LDH Cytotoxicity Detection 

Kit (タカラバイオ, 滋賀) を用いて LDH-assay をおこなった。採取した培養液上清に試薬

を添加し、37°C、5 %CO2気相下で 30分静置した。その後、マイクロプレートリーダー 

(ARVO MX) を用いて 405 nmにおける吸光度を測定した。さらに継続して同細胞を 1日

培養後、Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System (タカラバイオ) を用いてWST-1-assay

をおこなった。WST-1 試薬を培養液中に添加し、37°C、5%CO2気相下で 30分静置した。

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) を用いて 450 nm
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における吸光度を測定した。コントロールとして、PBS を培養液中に添加したものを用

い、試料数は各条件につき 6とした。 

 

② Protein S100ファミリー由来ペプチドを用いた直接覆髄実験 

Protein S100 ファミリー由来ペプチドが第三象牙質形成能に与える影響を評価するために

「Ⅱ－材料および方法①」と同様の手法で、100 µg/mlの濃度で No. 1から No. 4 の各ペプ

チドを含有した PBS 溶液をそれぞれ 20µl浸漬させたゼラチンスポンジ (SpongelⓇ) を用い

てラット臼歯を対象とした直接覆髄実験をおこなった。コントロールとしてペプチドの由

来タンパク質の組換え体である S100A8  (PROSPEC, イスラエル) 、 S100A9 (PROSPEC) 

を 1 µg/mlの濃度で含有した PBS溶液および PBS溶液のみを用いた。覆髄処置から 4週間

経過後、露髄部直下に形成された第三象牙質についてマイクロ CT撮影ならびに画像解析

を実施し、Okamoto らが過去に実施した直接覆髄実験で、病理組織像より観察された第三

象牙質の形成量をスコアリングしていた評価方法を、本研究ではマイクロ CTの画像に応

用し、形成された第三象牙質のスコアリングにて評価をおこなった[35, 36]。スコアは、露

髄部の 1/3以下のエリアにのみ第三象牙質が形成されたものを Grade 0、露髄部の 1/3~2/3

のものを Grade 1、露髄部の 2/3以上のものを Grade 2、露髄部を完全に覆う第三象牙質形

成を認めるものを Grade 3として一人の術者が評価をおこなった。これに加えて「Ⅱ－材

料および方法②」と同様の手法で同じマイクロ CT 画像の解析をおこない、形成された第
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三象牙質の体積の評価をおこなった。また「Ⅱ－材料および方法③」と同様の手法で H-E

染色を実施し、第三象牙質形成について病理組織学的評価をおこなった。試料数は各条件

につき 8とした。 

 

③ 統計学的解析 

上記の実験における統計学的有意差検定は、細胞毒性試験に One-way ANOVA, Tukey’s 

test 、細胞増殖試験および直接覆髄実験における第三象牙質形成量の比較には Kruskal-

Wallis-test を用い、危険率 5 %で評価した。 

 

2) 結果 

① Protein S100 ファミリー由来ペプチドが hDPSCs への毒性および増殖能に与える影響

の評価 

 各ペプチドの細胞毒性について LDH-assay により検討した結果、No. 1および No. 2ペプ

チドでは全濃度の試料で、No. 3ペプチドでは 1 µg/ml、No. 4ペプチドでは 100 µg/ml およ

び 10 µg/mlを用いた試料において、コントロールと比較し有意に低い細胞毒性を示した (p 

< 0.05) (図 6A)。その他の試料ではコントロールとの間に有意差は認めなかった (p > 0.05)。 

 一方、各ペプチドが細胞増殖能に与える影響については、全ての試料でコントロールとの

間に有意差は認めなかった (p > 0.05) (図 6B) 。 
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これらの結果から、No. 1 から 4 全てのペプチドが PBS と同等の細胞毒性を呈し、また

細胞増殖にも影響を与えないことが明らかになった。本結果を踏まえて、100 μg/mlのペプ

チドを用いてラットを用いた直接覆髄実験をおこない、各ペプチドの機能を in vivo で検討

することとした。 

 

② Protein S100ファミリー由来ペプチドを用いた直接覆髄実験 

覆髄後に形成された第三象牙質をスコア化した結果を表 2に示す。No. 1ペプチドを用い

て覆髄を行った結果、5つの試料において露髄部を完全に封鎖するような第三象牙質形成を

認めたのに対し、他のペプチドを用いた場合は露髄部を完全に封鎖するのは 0もしくは 1試

料のみであった。コントロールとして S100A8組換えタンパク質を用いた場合は露髄部の完

全封鎖は 1試料で、S100A9では 2 試料、PBS では 0試料であった。 

また、第三象牙質の体積を定量した結果、No. 1ペプチドを用いて覆髄を行った試料は No. 

2 ペプチドもしくは、PBSを用いて覆髄を行った試料と比較し、有意に多くの第三象牙質の

形成を認めた (p< 0.05) が、その他の試料とは有意差を認めなかった (p> 0.05) (図 7) 。 

マイクロ CT 解析に用いた試料について H-E 染色をおこなった代表的な結果を図 8 に示

す。完全な第三象牙質形成を認めた No. 1、3および 4ペプチドの試料において第三象牙質

内に微小な欠損は認めるものの、歯髄側と歯冠側が交通するような欠損は認めず、形成され

た第三象牙質による露髄面の完全閉鎖が確認された。S100A8、S100A9の試料においても、
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歯冠側と歯髄側が交通するような欠損は認めず、形成された第三象牙質による露髄面の完

全閉鎖が確認されたが、ペプチドを用いた試料と比較して第三象牙質は疎な構造を示した 

(図 8) 。 
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Ⅴ．Protein S100ファミリー由来ペプチドの歯髄創傷治癒メカニズ

ムの解析 

 

直接覆髄実験で良好な結果を示した Protein S100ファミリー由来ペプチドが、歯髄創傷

治癒を促進したメカニズムについて検討するために、No. 1ペプチドと歯髄細胞の相互作用

を惹起させ、歯髄細胞が発現するタンパク質の変化について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) で解析を

おこなった。 

 

1) 材料および方法 

 Protein S100ファミリー由来ペプチドにより生じる歯髄創傷治癒過程におけるプロテ

オーム解析 

No. 1ペプチドもしくは No. 1ペプチドの由来タンパク質である組換え S100A8を

hDPSCsと作用させることで、hDPSCsが発現するタンパク質の比較ならびに定量を LC-

MS/MSにて実施した。No. 1ペプチドと S100A8の濃度を 0.1 mMとした試料を用いて、そ

れぞれの試料を含有した石灰化誘導培地に hDPSCを 3,000,000 cells/plate となるよう 100 

mm細胞培養皿に播種し 37°C、5 %CO2気相下で 7日間培養した。その後、細胞膜タンパ

ク抽出キット (コスモバイオ, 東京) を用いて、細胞膜タンパク質と細胞質タンパク質を抽
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出した。実際の手順としては、hDPSCsを 7日間培養後、スクレイパーにて回収し、同キ

ットの Buffer A を添加し氷上にて 10分静置した。その後、キット付属のフィルターカー

トリッジ付きマイクロチューブに移し、14,000 rpmで 30秒間遠心分離をおこなった。カー

トリッジを破棄し 10 秒間撹拌後、3000 rpmで 1分間遠心分離をおこない、上清を採取し

た。次に採取した上清を 14,000 rpmで 30分間遠心分離をおこなうことで上清が細胞質タ

ンパク質、ペレットが細胞膜タンパクと分離されたものを抽出した。コントロールとして

PBSを添加した石灰化誘導培地で培養した hDPSCsを用いた。 

液体クロマトグラフィーは UltiMate 3000 Nano LC systems (Thermo Fisher Scientific, 米

国) 、ESI-column (0.075 x 150 mm) (Thermo Fisher Scientific) を用いて、各試料の分析をお

こなった。移動相はアセトニトリル含有 0.1 %ギ酸水溶液を用い、流速は 300nL/min と

し、最初の 5分は 5%のアセトニトリル含有 0.1%ギ酸水溶液の濃度で流し、続いて 95分間

で 40％まで上昇させ、その後 2分間一定の割合でアセトニトリルの濃度を増加、90 %まで

上昇させ、5分間維持した。ペプチドの分析は Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific) を用い

た。得られたMS/MS スペクトルに対しMascot Distiller v2.5, Mascot Server v2.5 (Matrix 

Science, 米国) 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って

タンパク質の同定、および定量解析をおこなった。 

さらに、タンパク質の発現量の変化を評価するために、同定された細胞膜由来タンパク

質、細胞質由来タンパク質の各試料間で以下の条件で絞り込みをおこなった。 
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〈コントロール群と比較してペプチド群、S100A8群で発現量が増加したタンパク質の絞

り込み条件〉 

・S100A8群での計測値がコントロール群と比較して高かったタンパク質 

・ペプチド群／コントロール群の比率が 2倍以上のタンパク質 

・ペプチド群、S100A8 群の両群の計測値が 1 (a.u. ; arbitrary unit) 以上のタンパク質 

〈コントロール群と比較してペプチド群、S100A8群で発現量が減少したタンパク質の絞

り込み条件〉 

・S100A8群での計測値がコントロール群と比較して低下していたタンパク質 

・コントロール群／ペプチド群の比率が 2倍以上のタンパク質 

・コントロール群の計測値が 1 (a.u.) 以上のタンパク質 

上記の条件により絞り込んだ各群を Gene Ontology (GO) 分類を用いて解析をおこなった。

GO には国際的に標準化された GO Termが存在し、これは生物学的機能を表現することを

目的としている。GO Termは階層構造によって成り立っており、上位の階層は一般的な機

能表現、下位はより詳細な機能表現である。例えば、最上位には”Molecular function”、

“Biological process”、”Cellular component”の三つのカテゴリーが存在する[37]。 

本実験により得られたタンパク質群について、上記のカテゴリーからそれぞれの機能を

表現する”Molecular function”と”Biological process”に属する GO Termを検索し、各タンパク

質群に特徴的な機能について検討をおこなった。 
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2) 結果 

 Protein S100ファミリー由来ペプチドにより生じる歯髄創傷治癒過程におけるプロテ

オーム解析 

LC-MS/MSによる分析をおこなった結果、細胞膜由来タンパク質は 1833、細胞質由来タ

ンパク質は 1557同定された。 

各絞り込み条件に従い、発現量に変化のあったタンパク質について検討した結果、細胞

膜由来タンパク質においてコントロールよりも No.1 ペプチドおよび S100A8 で発現量が上

昇したタンパク質が 158抽出され、逆に発現量がコントロールよりも低下したタンパク質

は 97あった。同様に、細胞質由来タンパク質でコントロールよりも上昇したタンパク質

は 250、減少したタンパク質は 67検出された。 

次に絞り込んだタンパク質群から、それぞれのタンパク質がもつ GO Termを検索、特

徴的な機能の検討をおこない、以下の結果が得られた (表 3) 。まずコントロールと比較し

て No. 1ペプチドと S100A8を用いた試料で発現が上昇したタンパク質について、特徴的

に見出されたものとして Nuclear Factor-kappa B (NFκB) シグナル経路を促進する機能に関

連する GO Term持つタンパク質が認められた。具体的には、細胞膜由来タンパク質におい

て、Flotillin-1 (FLOT1) 、Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase (3KCR1) 、

Protein LYRIC (LYRIC) 、Gap junction alpha-1 protein (GJA1) が、細胞質由来タンパク質か
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らは、Protein S100A13 (S100A13) 、Nucleolar protein 3 (NOL3) が得られた。一方、No. 1ペ

プチドと S100A8を用いた試料で発現が減少したタンパク質のうち、特徴的に見出された

ものとしてMitogen-activated Protein Kinase (MAPK) シグナル経路を促進する機能に関連す

る GO Termを持つタンパク質が認められた。具体的には、細胞膜由来タンパク質から Dual 

specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MAP2K1) 、Cadherin-2 (CDH2) 、GTPase 

Nras (NRAS) 、Mitogen-activated protein kinase 1 (MAP1) 、一方、細胞質由来タンパク質か

らは Adapter molecule crk (CRK) 、Proteasome subunit beta type-7 (PSMB7) が得られた。 
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Ⅵ．考察 

 

歯髄創傷治癒過程において、歯髄に存在する歯髄幹細胞が象牙芽細胞様細胞に分化し第

三象牙質を形成するが、関連する分子やシグナル経路などの詳細は未だ解明されていな

い。直接覆髄法は、歯髄組織に元来備わっている自己創傷治癒メカニズムを賦活化するこ

とでう蝕除去時や外傷時などに偶発的な露髄が発生した際に、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た治療法である[1-5]。歯科臨床では、水酸化カルシ

ウム製剤やMineral Trioxide Aggregate (MTA) をはじめとするケイ酸カルシウム系セメント

を用いて直接覆髄がおこなわれているが、これらは硬組織形成を主眼としたカルシウムや

リンの供給源として機能しているものの、歯髄の創傷治癒機転を積極的に誘導する材料で

はないため、歯髄創傷治癒機転を分子レベルで促進しているとは言えない[5, 6]。 

そこでわれわれは、歯髄創傷治癒の分子的なメカニズムに立脚した覆髄材の開発を目的

として、象牙質の約 20％を占める有機成分である DMCs に着目してきた[17, 18]。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、外因性の刺激で活性化され

るタンパク質分解酵素である MMP 分子により DMCsが分解を受け[14-16, 38]、DMCs分解

産物が歯髄創傷治癒を促進することが報告されている[39]。特に DMCs がMMP-20により

分解され、生じた DMCs分解産物に含まれる S100A7、S100A8 は in vitro において歯髄細

胞の機能を促進し、さらには in vivoにおいても象牙質-歯髄複合体の創傷治癒を促進した
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ことから、歯髄創傷治癒に関わる分子の一つであると考えられる[17, 18]。 

歯髄創傷治癒に関わる分子の一つである S100A7については、DMCs がMMP-20によっ

て分解され機能する際、S100A7が MMP-20によって分解を受けて断片化した結果、歯髄

創傷治癒を促進しているのか、もしくは S100A7が全長のまま機能しているのかについて

はこれまで不明であった。そのため、まず本研究では歯髄創傷治癒過程において S100A7

が MMP-20に影響を受けているかを評価するため直接覆髄実験をおこない、マイクロ CT

による画像解析と病理組織学的評価にて検討をおこなった。形成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、従来よりおこなわれてきた病理組織学的な一断面のみ

の評価と比較し、より客観的かつ三次元的な評価が可能となり、第三象牙質の体積の定量

評価も可能となったが[35]、マイクロ CT の解像度以上の第三象牙質の微小構造の評価は不

可能なため、本研究では病理組織学的検討と併せて評価をおこなった。その結果、S100A7

単体もしくはMMP20と反応させた S100A7 を覆髄材として用いた場合の双方において、

露髄部を完全に覆う第三象牙質形成が観察され (図 1A) 、形成された第三象牙質の体積を

定量解析した結果、それぞれの試料間で有意差は認められなかった (図 1B) 。また、マイ

クロ CT解析にて露髄面の閉鎖が認められた試料について病理組織学的に評価したところ

双方の試料において第三象牙質内に微小な欠損は認めるものの、全切片において歯髄側と

歯冠側が交通するような欠損は認めず、形成された第三象牙質によって露髄面の完全閉鎖

が観察された (図 2) 。また、SDS-PAGE を用いた S100A7のプロファイル解析では MMP-
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20 によって分解されていないことも報告されている[40]。これらの結果から、S100A7 は

MMP-20 の影響を受けずに歯髄に作用し歯髄創傷治癒を促進していることが示唆された。

MMP-20 は腎臓や唾液腺、そして歯において発現することが報告されている[41, 42]一方

で、口腔癌と関連するという報告がある[43]。歯に関しては、MMP-20 はエナメル質の成

熟に寄与するタンパク質を分解することで歯の形成・成熟に大きな役割を担っていると言

われており、その中でもエナメル質の成熟において最も重要なタンパク質の一つであるア

メロゲニンを分解すると言われている[44-46]。その分解反応が生じる過程で、MMP-20が

アメロゲニンのセリン-ロイシン、グルタミン酸-ロイシンの配列を認識し、それぞれのア

ミノ酸の間で選択的に分解活性を有することが知られている[47]。一方で、S100A7、

S100A8のアミノ酸配列にもセリン-ロイシン、グルタミン酸-ロイシンというMMP-20によ

る切断の認識配列が含まれるが、タンパク質の立体構造情報に基づいて検討すると、この

配列はいずれもタンパク質の表面に存在していないため、外因性に MMP-20が認識するの

は物理的に困難であると考えられた。すなわち、本研究においてもMMP-20が S100A7中

の切断可能な配列を認識することができずに分解できなかった可能性が示唆された。同様

に S100A8の分子表面にもセリン-ロイシン、グルタミン酸-ロイシン配列が存在しないた

め、MMP-20で分解を受けず機能していると推察された。また、本研究で覆髄材の担体と

して用いられ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ことより[48]、直接覆髄実験にて新たに形成された第三象牙質
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は、S100A7の影響を主に受けた結果であると考えられる。 

次に Protein S100 ファミリーの機能配列を探索するため配列アライメントをおこなっ

た。Komichiらの報告[18]では、S100A7 もしくは S100A8 を覆髄材としてラットを対象に

直接覆髄実験を実施すると、どちらのタンパク質を用いた場合でも第三象牙質形成を促進

したことから、歯髄の創傷治癒に影響を与えるタンパク質の機能配列は Protein S100ファ

ミリー間で保存されているアミノ酸配列である可能性が考えられた。またヒト由来の

Protein S100 を用いてラットを対象に直接覆髄実験をおこなった結果、歯髄創傷治癒を促進

したことから、異なる動物種間においても保存されている Protein S100 由来のアミノ酸配

列が機能を発揮している可能性が高いと考えられた。さらに、DMCs 内に存在しているこ

とが報告されており[21]、上皮の創傷治癒や骨形成の促進にも関与する[22, 23] S100A9を

加えた 3種類の Protein S100 について、複数の哺乳類のアミノ酸配列を対象として配列ア

ライメントをおこなった。配列アライメントには世界で広く使用されており、アプリケー

ションの動作に必要なメモリが少ない条件でも複雑な計算が可能である CLUSTAL-Wを用

いた[49, 50]。その結果、アミノ酸配列の相同性が高い領域が 3箇所あることが認められた 

(図 3)。今回、高い相同性が得られた三領域のうち C 末端側の領域 (図 3中の C) は Protein 

S100ファミリーに特徴的な領域である EF-hand ドメインを含む領域であった。EF-handド

メインは、へリックス-ループ-へリックスの構造を持つカルシウム結合ドメインであり、

タンパク質の相互作用に重要な立体構造の安定性に寄与している[51, 52]と言われており、
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そのために高い相同性が得られたと考えられる。しかし、他の 2箇所の領域は機能が明ら

かにされていない領域であったため、新たな機能部位である可能性が示唆された。 

配列アライメントで得られたこれらの領域から、次におこなうペプチドのスクリーニン

グに用いる候補ペプチドを 58種類選出した(図 4、表 1) 。候補ペプチドの石灰化誘導能を

評価するスクリーニング手法にはペプチドアレイ法を用いた。ペプチドアレイ法は元来、

リガンドに結合するタンパク質のアミノ酸配列を探索するために、タンパク質-リガンド間

でアミノ酸配列のスクリーニングをおこなう解析方法である[53]。本研究で用いたペプチ

ドアレイ法は、過去の研究で開発されたタンパク質-細胞間の相互作用解析をおこなうこと

が可能である peptide array-based interaction assay for solid-bound peptides and anchorage-

dependent cells (PIASPAC) を用いた[31, 54, 55]。コントロールとして用いた骨形成を促進

し、歯髄創傷治癒も促進することが報告されている BMP 由来ペプチド (アミノ酸配

列:TLVNSVNSK) [31, 34]は本ペプチドアレイ法にて発見されたペプチドである。よって本

研究における配列アライメントおよび PIASPACを用いた機能ペプチドの選出は、バイオ

インフォマティクスの概念に基づいた同一ファミリータンパク質内での保存領域の詳細な

検索および、歯髄創傷治癒過程において確実に重要な機能を果たす細胞石灰化能を評価す

るハイスループットなスクリーニング手法であり、これまでに報告のある Cpne7 や DSPP

ペプチドの選出方法[27-30]よりも優れた選出手法を用いることができたと考えている。 

ペプチドアレイ法を用いたアリザリンレッド染色で高い石灰化誘導能を示した上位 10
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種のペプチドと、配列アライメントの相同性の高いペプチド選出領域の結果を照合した結

果、配列アライメント中の 2箇所の黒枠で囲んだ領域において、図 5B-b中の領域から

S100A8由来のペプチド (アミノ酸配列: KLLETECPQ, 以下 No. 1 ペプチド) と S100A9 由

来のペプチド (アミノ酸配列: ELVRKDLQN, 以下 No. 2 ペプチド) を、図 5B-c中の領域か

ら S100A8由来のペプチド (アミノ酸配列: NTDGAVNFQ, 以下 No. 3 ペプチド) と S100A9

由来のペプチド (アミノ酸配列: NADKQLSFE, 以下 No. 4ペプチド) のアミノ酸配列がそ

れぞれ重複するのを認めた。これらの重複した配列の部位を分子グラフィックスツールで

ある PyMOL (Schrodinger, 米国) を用いてタンパク質の立体構造情報に基づいて検討し

た。その結果、すべてのペプチドが立体構造における表面に位置するヘアピン部に該当し

ていることが明らかとなった (図 9) 。このことより、No. 1から 4のペプチドはすべてタ

ンパク質の表面に存在することで、他の分子と結合し、相互作用を及ぼすことで機能する

可能性が示唆された。これらの結果を踏まえ、4種のペプチドを用いて、in vitro および in 

vivo でその機能について評価をおこなうこととした。 

 同定された Protein S100ファミリー由来機能ペプチドNo. 1から 4が歯髄創傷治癒に

与える影響を検討するために、in vitroで細胞毒性試験、細胞増殖試験をおこない、in vivo

で直接覆髄実験をおこなった。まず、各ペプチドの細胞毒性について LDH-assay により

検討した結果、すべての濃度で各ペプチドは細胞毒性を示さないことが明らかとなり、用

いた最高濃度である 100 µg/mlを用いて直接覆髄実験を実施することとした。歯科臨床へ
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の応用を考えた際、組換えタンパク質をペプチドと同じモル濃度で用いることは非常に高

コストになるとともに、濃縮も困難である可能性が考えられるため、ペプチドを覆髄材と

して用いることの利点の一つだと考えられる。一方、各ペプチドが細胞増殖能に与える影

響については、全ての試料でコントロールとの間に有意差は認めなかった (図 6B)。各ペ

プチドの由来タンパク質である S100A8、S100A9は細胞増殖能を促進することが報告され

ており[56-58]、本研究結果と一見矛盾するように考えられる。しかし、本研究ではペプチ

ドのスクリーニング項目として細胞増殖ではなく、石灰化誘導能の評価をおこなったた

め、石灰化誘導能を持つ機能配列のみが抽出されたと考えられ、由来タンパク質が持つ細

胞増殖などの他の機能を持つ機能配列は選出されなかったと考えられる。 

次に各ペプチドを用いた直接覆髄実験の結果、マイクロ CT による評価では No. 1ペプ

チドを用いて覆髄を行った全ての試料で露髄部を完全に封鎖するか、露髄部の 2/3以上を

覆う第三象牙質形成が認められ、第三象牙質形成の体積の定量評価においても PBS を用い

たコントロールと比較し有意に多くの第三象牙質形成量を認めた(表 2、図 7)。さらにマイ

クロ CT解析に用いた同じ試料について実施した H-E 染色においても、No. 1ペプチドを用

いた試料は第三象牙質内に微小な欠損は認めるものの、歯髄側と歯冠側が交通するような

欠損は認めず、形成された第三象牙質による露髄面の完全閉鎖が得られた全切片で確認さ

れた (図 8) 。他のペプチドはいくつかの試料で第三象牙質形成を認めたものの、No. 1ペ

プチドに比べると良好な結果は得られなかった。No. 3ペプチド、No. 4ペプチドの配列の
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領域は前述した EF-handドメインと呼ばれる部位に該当し[51, 52]、タンパク質の立体構造

の安定に寄与すると考えられている。そのため、歯髄組織内のタンパク質との相互作用を

経て、積極的に歯髄創傷治癒の促進に働く配列ではなかったと考えられる。No. 2ペプチド

に関しては由来タンパク質の配列上において No. 1ペプチドと相同性のある部位ではあっ

たが、ペプチドの性質としてタンパク質の理論等電点を表す pI値が No.1ペプチドが

4.53、No. 2ペプチドが 6.17と異なるなど、ペプチドの化学的な性質の違いが今回のように

機能の違いに影響した可能性があると考えられる。そのため、No. 1ペプチドがアミノ酸配

列として生物学的な効果があったのか、化学的な性状で効果があったかについては今後さ

らなる検討が必要である。また、今回コントロールとして用いた S100A8、S100A9は各ペ

プチドと比較し 1000 分の 1のモル濃度で用いたため、直接覆髄の実験結果を一概に比較

することはできないが、タンパク質を今回使用したペプチドと同じモル濃度で覆髄材とし

て用いることは、安全性やコストの観点からも困難であった。そのため、比較的高濃度で

用いることが可能なペプチドを覆髄材に使用することは臨床応用に向けての利点の一つで

あると考えられる。 

さらに、直接覆髄実験で良好な結果を示した No. 1ペプチドが、歯髄創傷治癒を促進し

たメカニズムを検討するために、LC-MS/MSを用いたプロテオーム解析をおこない、同定

されたタンパク質の機能について GO を用いて解析をおこなった。その結果、No. 1ペプチ

ドは NFκB シグナル経路の関連タンパク質の発現を上昇させ、MAPKシグナル経路の関連
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タンパク質の発現を抑制することで、第三象牙質形成を促進している可能性が示唆され

た。 

NFκB シグナル経路は一般的に免疫や炎症、細胞増殖、細胞分化の調節をおこなうこと

が報告されているが[59]、一方で Neurotrophin receptor-interacting MAGE homologue (Nrage)

をノックダウンしたマウスの象牙芽細胞様細胞で同シグナル経路が活性化され、ALP の活

性が上昇したという報告や[60]、Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ)を

過剰発現させた歯髄細胞に H2O2を作用させることで NFκB シグナル経路が活性化され、そ

の結果石灰化が促進されたという報告[61]もある。本研究において活性化された可能性が

ある NFκB シグナル経路は、上記の報告と類似したメカニズムを経て、歯髄創傷治癒に関

与している可能性が示唆された。また、NFκB シグナル経路自身が抗炎症に働くといった

報告[62]、NFκB シグナル伝達経路を介して炎症性サイトカインの合成を阻害し、歯髄細胞

の血管新生を促進するという報告や[63]、象牙芽細胞様細胞において NFκB シグナル経路

を活性化し、VEGFの発現を上昇させることで血管新生や、石灰化も促進されたという報

告もある[64]。本研究において、No. 1ペプチドと S100A8 を用いた試料で発現が上昇した

タンパク質の中には、血管新生に関連する GO Termを持つタンパク質も同定された (細胞

膜: Rho-related GTP-binding protein RhoB、Protein LYRIC、Aminopeptidase N、 Ephrin type-A 

receptor 2 (EPHA2) 、細胞質:Guanine nucleotide exchange factor VAV2) (結果は示さず) 。 

特にその一つである EPHA2は骨形成に関与すると言われており[65]、Ephrinの受容体と
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して機能する[66]。EPHA2と Ephrinが相互作用することで血管新生[65]や幹細胞の分化も

促進するという報告もある[67]。しかし、EPHA2が No. 1ペプチドの由来タンパク質であ

る S100A8の受容体となるという報告はなく、同様に No. 1 ペプチドの受容体となるかに

関しても不明であるため、今後さらなる検討が必要である。 

また、MAPKシグナル経路は一般的に細胞増殖、細胞分化、細胞遊走、アポトーシスの

調節をおこなうことが報告されているが[68]、脊髄損傷後の神経組織において 5-

Methoxytryptophan (5MTP) をマウスに投与すると MAPK経路を抑制し抗炎症に作用すると

いう報告があり[69]、本実験においても No. 1 ペプチドを用いた試料で MAPK経路を活性

化するタンパク質の発現が減少したことから、炎症を抑制することで治癒が促進する方向

へ作用した可能性も考えられる。 

また、No. 1ペプチドを用いた試料で発現量が上昇したタンパク質では、Small Mothers 

Against Decapentaplegic (SMAD) シグナル経路を促進する機能関連の GO Termを持つタン

パク質も同定された (細胞膜：Leucyl-cystinyl aminopeptidase、E3 ubiquitin-protein ligase 

CHIP、細胞質：Syntenin-1、Follistatin-related protein 1) (結果は示さず) 。SMAD シグナル

経路は、歯髄細胞の分化促進に関与することが報告されており[70] 、また DSPP が

hDPSCsの石灰化を促進する過程で NFκB シグナル経路と SMAD シグナル経路が共に活性

化されたと報告されているため[71]、本研究においても歯髄創傷治癒に寄与した可能性も

考えられるが、No. 1ペプチドの由来タンパク質である S100A8と SMADシグナル経路の
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関係は未だ不明であるため今後検討が必要であると考えられる。 

今後、本研究で発見した No. 1ペプチドを応用した覆髄材の開発に向けて、ペプチドと

細胞の相互作用において標的に対する特異性や、酵素などの影響によるペプチドの耐分解

性を向上させることなどにより機能を更に安定化させる方法として、No. 1ペプチドのアミ

ノ酸配列の改良や環状ペプチドの開発等をおこなっていく必要がある[72, 73]。また、直接

覆髄実験で用いたゼラチンスポンジは担体としては機械的強度や辺縁封鎖性の観点からは

十分とは言えないため、それらの要件を満たした担体の開発も必須であると考えられる。 
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Ⅶ．結論 

 

本研究により、象牙質基質タンパク質中に存在する Protein S100A8由来の機能ペプチ

ド (KLLETECPQ) が歯髄の創傷治癒を促進することが明らかとなり、生物学的覆髄材開

発への端緒が得られた。 
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