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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯髄炎治療薬としてのMMP-3の作用メカニズム解明のために、ヒト歯髄組織中
からMMP-3結合タンパクを検索した。解析結果から、バーシカンをMMP-3の基質の1つとして同定した。イヌ歯髄炎モデ
ルにおいて、MMP-3処理した歯髄組織は対照群と比較してバーシカンの局在と構造が異なっていた。さらに、切断され
たバーシカンとヒアルロン酸の複合体は炎症細胞の結合能力が著しく低下していた。以上から、バーシカンとヒアルロ
ン酸の複合体は炎症細胞の集積に重要であり、MMP-3による抗炎症効果はバーシカン切断によるヒアルロン酸複合体形
成阻害によるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, to clear the mechanism of the effect of MMP-3 as anti-pulpitis 
drugs, we identified the MMP-3 binding protein in human dental pulp tissues. From results of analyses, 
versican was identified as substrate of MMP-3. On canine pulpitis model, structure and localization of 
versican on MMP-3 treated pulp tissue was different to control non treated tissues. In conclusion, 
complex of versican and hyaluronic acid was critical in recruiting of inflammatory cells, and 
anti-inflammatory effects of MMP-3 were closely linked to disruption of versican and hyaluronic acid.

研究分野：形態系基礎歯科学

キーワード： 歯髄炎　MMP-3
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯科の臨床においてう蝕が歯髄の一部に
でも及ぶ（一部性歯髄炎）と壊死が徐々に全
体に広がる。現在これを阻止する有効な治療
法がないため、他の部位の歯髄が正常であっ
ても全部除去する以外に治療法はない。さら
に、この歯髄を除去する際に細菌が侵入し根
尖性歯周炎などを起こす可能性が高くなる
ため根本的な治療がきわめて困難である。歯
髄組織は歯牙象牙質の代謝に関わりその機
能を維持する働きをもつため、歯髄組織の除
去後は歯牙が劣化し破折の危険性が高まる(J 
Public Health Dent. 65:90, 2005.)。超高齢社会において、
歯を長持ちさせることは口腔機能維持によ
る生活の質の向上や健康維持にもつながる
ことから、現在歯牙延命化のため申請者所属
機関を中心にヒト幹細胞移植で歯髄組織を
再生する方法が検討されている。最近私達は、
イヌ歯髄の一部を切断除去した後、髄腔開放
により一部性歯髄炎を誘導し、その後細胞外
マトリックス分解酵素のMMP-3を作用させる
と、炎症は終息し歯髄組織が壊死することな
く再生されることを見出した。さらに同じ報
告の中で、この消炎と歯髄再生効果がメタロ
プロテアーゼ合成阻害剤により減弱するこ
とを示した。 
組織内微小環境を構成する細胞外マトリ
ックスや、それと結合する増殖因子などの生
理活性物質、さらにはそれらの受容体や細胞
膜タンパクの代謝には、プロテアーゼの MMP
遺伝子ファミリーが中心的役割を果たして
いる。MMP-3 は、慢性関節リウマチで早期か
ら血中で上昇する関節破壊マーカーとして
すでに注目されていた。この結果をふまえて
血中のMMP-3量を測定する検査キットがすで
に実用化され健康保険に適用されている。し
かし、関節リウマチで見られる MMP-3 発現上
昇の生理的意義については必ずしも解明さ
れていない。それは当初有効と考えられた合
成MMP阻害薬が関節炎の臨床治験で有効性が
確認されなかったためである。このような経
緯の中で申請者達は、MMP-3 が歯髄炎で著し
い抗炎症作用を持つことを見出した。この結
果は炎症全般におけるMMPの新たな役割を示
唆しているとともに、合成 MMP 阻害薬の臨床
治験失敗の原因を明らかにする可能性があ
る点で大変興味深い。 
さらに、歯髄組織再生には歯髄幹細胞が重
要な役割をもつと考えられるが、MMP や細胞
外マトリックスと幹細胞に関連する情報は
限られている。一方、幹細胞の機能維持は、
幹細胞周囲に存在する特別な微小環境（ニッ
チ）からの制御に依存しており、例えば骨髄
では骨芽細胞が造血幹細胞を維持するニッ
チを形成している。最近では、内因性メタロ
プロテアーゼ阻害分子の TIMP-1, 3(Tissue 
Inhibitor of Metalloproteinase-1, 3)がニ
ッチで造血幹細胞の機能維持に関わること
が明らかになっている(Blood, 116; 4474, 2010)。また、
フィブロネクチン、ヒアルロン酸およびプロ

テオグリカン等の細胞外マトリックス成分
が骨芽細胞ニッチの構成分子として報告さ
れており（Nature Reviews Immunology 6, 93, 2006）、これら
の分子に分解活性をもつMMP-3がニッチで重
要な役割を持つ可能性が高い。ニッチに関す
る詳細な解析は、元々歯髄組織中に存在する
多くの子孫細胞を幹細胞として再び機能さ
せるためにも重要である。しかしながら、歯
髄を構成する細胞群（象牙芽細胞、線維芽細
胞、血管内皮細胞など）のうちどの細胞がニ
ッチとして機能しているのかは不明で、その
構成分子も未同定である。さらに、MMP-3 や
細胞外マトリックス分子の幹細胞制御機構
についても明らかではない。 
以上の研究背景から、本研究では、まず培
養ヒト歯髄細胞を用いて歯髄炎消炎過程に
関わる MMP-3 の基質を検索する。さらに、培
養細胞の解析からは困難と考えられる歯髄
組織中のニッチ細胞をMMP-3のコンディショ
ナルトランスジェニックマウスを用いて解
析する。 
２．研究の目的 
現在露髄を伴う歯髄炎に有効な治療薬は
存在しないため、歯髄の全部除去が唯一の対
処法である。私達は歯髄幹細胞（CD105 陽性
細胞）が細胞外マトリックス分解酵素の
MMP-3 を高発現していることを報告し、さら
にイヌ歯髄炎モデルに MMP-3 （ Matrix 
Metalloproteinase-3）を作用させると炎症
は終息し歯髄は壊死することなく再生が誘
導されることを見出した。これらの結果から
MMP-3 がこれまでにない新しい歯髄炎治療薬
として有望である可能性が示された。本研究
では、この MMP-3 の歯髄炎での消炎効果と組
織再生のメカニズムの解明を目標とする。 
３．研究の方法 
平成 25 年度は、ヒト歯髄細胞の培養上清
またはヒト歯髄組織ホモジネート中の MMP-3
基質の同定を行った。さらに歯髄炎消炎過程
でのこれらの基質の役割を培養ヒト歯髄細
胞を用いて検討した。同時に、歯髄幹細胞ニ
ッチの解析のため象牙芽細胞、血管内皮細胞
または線維芽細胞特異的にMMP-3を発現する
トランスジェニックマウスの作製を開始し
た。 
平成 26 年度以降は、前年度同定した MMP-3
基質の分解が消炎過程でどのように関与す
るかをイヌ歯髄炎モデルを用いて in vivo で
検討した。さらに前年度作製したトランスジ
ェニックマウスで歯髄再生を観察し、どの細
胞でMMP-3を発現させた時に最も組織再生効
果が高いかを検討しニッチ構成細胞の同定
を試みた。 
平成 25 年度研究計画 
①、歯髄炎消炎過程に関わる MMP-3 基質の同
定 
 (1)、不活性型 MMP-3 の精製 
MMP-3 の活性中心部位で亜鉛を結合している
ヒスチジン近傍に変異を挿入し基質分解能
を持たない不活性型 MMP-3 を作成する。活性



をもつ MMP-3 では、結合タンパクの解析でタ
ンパクが結合した後酵素活性により分解さ
れてしまう恐れがあるため不活性MMP-3を用
いる。変異部分は１アミノ酸のみであるため
活性は失っているが全体のタンパク構造に
変化はないため基質タンパクとの結合に影
響は見られない。 
 (2)、ヒト歯髄細胞の培養上清またはヒト
歯髄組織ホモジネート中のMMP-3の基質検索 
上記(1)で作成した C 末端に 6xHis タグをも
つ不活性型MMP-3をニッケルカラムに結合さ
せる。このカラムにヒト歯髄細胞の培養上清
またはヒト歯髄組織ホモジネートを通した
後、MMP-3 に結合したタンパクを溶出し質量
分析器(LC-MS/MS)にて同定を行う。MMP-3 の
歯髄炎および歯髄再生治療薬としての生物
学的活性はタンパク分解活性に依存するこ
とがインヒビターを使った申請者達の実験
により示されていることから、同定された基
質のうち MMP-3 が分解する基質を選定する。 
 (3)、同定した基質の抗炎症過程での役割 
上記(1)で同定された候補タンパクを培養ヒ
ト歯髄細胞に添加し、炎症性サイトカイン
（IL-1、IL-6、TNFalpha）の発現を ELISA で
測定する。さらに炎症性サイトカインの上昇
がこのタンパクが分解されることで減弱さ
れるかを検討し消炎に関わるMMP-3の基質を
同定する。 
②、歯髄幹細胞ニッチの解析 
 (1)、象牙芽細胞、血管内皮細胞または線
維芽細胞特異的にMMP-3を発現するトランス
ジェニックマウスの作製 
まず、Creリコンビナーゼの活性によりMMP-3
および赤色蛍光タンパクmCherryを発現する
マウスを作製する。トランスジーンはユビキ
タスプロモーター(ユビキチン C プロモータ
ー、Ubc)の下流に LoxP に挟まれた polyA 
(floxed polyA)とさらにその下流に MMP-3 お
よび mCherry 遺伝子を挿入する（図 1）。mRNA
は Ubcプロモーター制御によりすべての組織
で恒常的に発現するがLoxPで挟まれたpolyA 
(transcriptional stop)が存在するためそれ
より下流の mRNA は発現しない。タモキシフ
ェンで活性化されたCreリコンビナーゼによ
り polyA 部位が切断されて MMP-3 が発現する。
さらに、MMP-3 と mCherry 遺伝子の間を口蹄
疫ウイルス 2A 遺伝子由来の自己開裂ペプチ
ド(2A peptide)で繋ぐことによりバイシスト
ロニックにタンパクを発現させる(Nat Biotechnol., 
22: 589-94, 2004)。つまり、mCherry の発現は MMP-3
と同一プロモーターの制御をうけるため、
MMP-3 の発現は mCherry を使った生体イメー
ジングでマウスを犠牲死させることなくモ
ニターできる。 
平成 26 年度以降の研究計画 
①、歯髄炎消炎過程に関わる MMP-3 基質の同
定 
(1)、申請者達が確立したイヌ歯髄炎モデル
において、MMP-3 処理により前年度同定され
た MMP-3 基質の局在や、炎症性細胞（マクロ

ファージ、抗原提示細胞など）の集積程度お
よび細胞外マトリックス全体の構成の変化
を免疫染色で検討する。 
(2)、効果的な消炎作用を持つ他の細胞外マ
トリックス分解酵素の検索 
前年度同定されたMMP-3の基質を切断する他
の酵素を文献的に検索する。その後、候補リ
コンビナント酵素を精製しイヌ歯髄炎モデ
ルに投与し、MMP-3 より消炎作用が高い他の
細胞外マトリックス分解酵素を検索する。 
 
②、歯髄幹細胞ニッチの解析 
(1)、象牙芽細胞、血管内皮細胞または線維
芽細胞特異的にMMP-3を発現するトランスジ
ェニックマウスの作製 
前年度作製したCreリコンビナーゼの活性に
より MMP-3 と mCherry を発現するトランスジ
ェニックマウスと、象牙芽細胞、血管内皮細
胞または線維芽細胞特異的に活性誘導型 Cre
組み換え酵素(CreERT2)を発現するマウスを
交配する。マウスＩ型コラーゲンプロモータ
ー（2.3kb Enhancer + Col1a1promoter）制
御下で CreERT2を象牙芽細胞特異的に発現す
るマウス（2.3kbCol1a1-CreERT2）は京都大学
医学部整形外科の秋山治彦先生より、CreERT2

を 血 管 内 皮 細 胞 特 異 的 に 発 現 す る
Tie2-CreERT2マウスはジャクソンラボラトリ
ーから、さらにマウスＩ型コラーゲンプロモ
ーター（Col1a1 proximal promoter）制御下
で CreERT2を線維芽細胞特異的に発現するマ
ウ ス （ Col1a1-CreERT2 ） は Dr. George 
Bou-Gharios (Imperial College London, UK)
より入手する。交配により MMP-3 発現細胞は
それぞれの細胞特異的プロモーターで制御
され、さらに MMP-3 の発現開始はタモキシフ
ェンの投与で調節される。発生、発育段階で
の MMP-3 の影響を排除するため 10 週齢のマ
ウスにタモキシフェンを投与し発現を誘導
する。このように 2つのトランスジェニック
マウスを使う方法の最大の利点は、種々の細
胞特異的プロモーター調節下でCreを発現す
るマウスと交配することにより、新たにトラ
ンスジェニックマウスを作製することなく、
容易にMMP-3発現細胞を変えられることであ
る。 
 (2)、交配後の仔マウスでのトランスジー
ン発現の確認 
交配後の仔マウスで、MMP-3 の発現がタモキ
シフェンの投与で開始され、発現細胞が象牙
芽細胞、血管内皮細胞および線維芽細胞特異
的であることを抗MMP-3抗体を用いた免疫染
色およびサロゲートマーカー（mCherry）の
発現で確認する。 
 (3)、象牙芽細胞、血管内皮細胞または線維
芽細胞特異的にMMP-3を発現するトランスジ
ェニックマウスでの歯髄再生効果の検討 
作成したトランスジェニックマウスの歯髄
の一部を切断後、歯髄再生を観察する。どの
細胞でMMP-3を発現させた時に最も組織再生
能が高いかを検討し、ニッチ構成細胞の同定



を試みる。さらに、MMP-3 の発現によりニッ
チでの細胞外マトリックス構成の変化を免
疫染色で検討する。 
 
４．研究成果 
本研究ではまず、歯髄炎で消炎および組織
再生過程に関わるMMP-3の機能の解明のため
のMMP-3タンパクを大量に準備する発現系の
確立を試みた。最初に動物細胞による MMP-3
の発現を検討した。動物細胞は 293 細胞に
MMP-3 発現遺伝子を導入し、薬剤で選択して
MMP-3 の安定発現細胞を作製した。この細胞
を大量に増やし、MMP-3 を含む培地を回収し
た。その後、MMP-3 をこの培養上清から His
タグを使って精製した。得られた MMP-3 のタ
ンパク質分解活性は基質としてカゼインを
用いたザイモグラフィーにより活性を確認
し、MMP-3 タンパク大量発現系の確立という
当初の目的を概ね達成した。さらに歯髄炎治
療薬としてのMMP-3の作用メカニズム解明の
ために、ヒト歯髄組織中から MMP-3 結合タン
パクを検索した。具体的には、抜歯歯牙から
歯髄組織を摘出し組織ホモジネートを作製
した。次に MMP-3 を His カラムに結合させ、
その後ヒト歯髄ホモジネートをHisカラムに
添加し、洗浄の後 MMP-3 に結合したタンパク
を MMP-3 とともに溶出した。溶出したタンパ
クは SDS-PAGE で分離し、質量分析にて MMP-3
結合タンパクを同定した。最初の解析結果か
らは、ペリオスチンとバーシカンの N末端部
分の G1 ドメインと呼ばれる部分が MMP-3 結
合タンパクの有力候補として考えられた。次
に市販の精製ペリオスチンを入手しMMP-3で
分解されるかを検討した。その結果ペリオス
チンは 2カ所で切断されていた。一方バーシ
カンの G1 ドメインは MMP-3 により分解され
たが、切断部位は 1カ所であった。 
 イヌ歯髄炎モデルにおいて、MMP-3 処理に
よるMMP-3基質のバーシカンの局在の変化や、
炎症性細胞（マクロファージ、抗原提示細胞
など）の集積程度および細胞外マトリックス
全体の構成の変化を免疫染色で検討した。そ
の結果、MMP-3 処理した歯髄組織は対照群と
比較してバーシカンの局在と構造が異なっ
ていた。また、切断されたバーシカンとヒア
ルロン酸の複合体は炎症細胞の結合能力が
著しく低下していた。このことから、バーシ
カンとヒアルロン酸の複合体は炎症細胞の
集積に重要であり、MMP-3 による抗炎症効果
はバーシカン切断によるヒアルロン酸複合
体形成阻害による炎症細胞の集積低下によ
るものと考えられた。さらに、バーシカンに
対し同様に切断活性をもつMMPを同様にイヌ
歯髄炎に作用させたところ、MMP-3 と同様の
効果を得た。 
 また本研究では、Cre リコンビナーゼの活
性により MMP-3 と mCherry を発現するトラン
スジェニックマウスと、象牙芽細胞、血管内
皮細胞または線維芽細胞特異的に活性誘導
型 Cre 組み換え酵素(CreERT2)を発現するマ

ウスを作製した。これらのマウスの交配によ
りMMP-3発現細胞はそれぞれの細胞特異的プ
ロモーターで制御され、さらに MMP-3 の発現
開始はタモキシフェンの投与で調節される
ことを確認した。このマウスを用いて今後歯
髄組織中の歯髄幹細胞維持過程でのMMP-3の
役割の解析を行う。 
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