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研究成果の概要（和文）：RAW264.7細胞にLPSならびにHEMA刺激を加え、WST-8 assayを行ったところ、細胞増殖
に対してEGCGは影響を与えなかった。また、炎症反応を評価するためにELISA法でプロスタグランジンE2（PGE2)
産生量を測定した。LPS刺激によりPGE2産生量は24時間後、48時間後で著しく増加した。EGCGによりそれらの増
加は抑制された。HEMAの刺激により、48時間後におけるPGE2産生量は増加したが、EGCGによりその増加は抑制さ
れた。in vitroにおいてEGCGが抗炎症作用を有することが示唆された。
ラット臼歯に対する生切の結果、EGCGには硬組織誘導能があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After adding LPS and HEMA stimulation to RAW264.7 cell, and performing WST-8
 assay, EGCG did not affect it for cell proliferation. EGCG reduced PGE2 production induced by LPS 
and HEMA.  As the result of pulpotomy, EGCG attenuated recalcification.

研究分野：小児歯科

キーワード： 生活歯髄切断　エピガロカテキンガラート

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果より、EGCGが抗炎症作用、硬組織誘導作用を示すことがわかった。生活歯髄切断の際には必ず炎症
が誘発されるが、抗炎症作用を示すことにより、生活歯髄切断材料として望ましい性質を有することが明らかに
なった。また、生活歯髄切断後はデンチンブリッジを形成することが良好な予後をもたらすが、硬組織誘導作用
を示すことから、デンチンブリッジの形成にも有効であることが明らかになった。これらの性質を利用した生活
歯髄切断材料が開発されれば、生活歯髄切断後の予後が向上する可能性がある。今後はこの性質を応用した製品
の開発につながることを期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生活歯髄切断（生切）材料はホルモクレゾール（FC）が多く用いられてきたが、FC の発がん性
が指摘されて以降、日本では水酸化カルシウムが主に用いられている。一方で水酸化カルシウム
はFCと比較して効果が弱く、臨床的な予後は不安定である。また、近年研究が進んでいるMineral 
Trioxide Aggregate (MTA)は高価で臨床応用しやすいとはいえない。生切材料に必要な性質と
して、生体安全性、抗炎症作用、抗菌作用、石灰化誘導能が挙げられる。さらにそれらは持続す
る必要がある。エピガロカテキンガラート（EGCG）は緑茶カテキンの主成分であり、特にがんに
対して医療への応用が進められている。歯科分野においては抗菌作用が着目され、歯磨剤やマウ
スウォッシュへの応用などが試みられている。EGCG は緑茶由来成分であり生体に対する安全性
は高い。さらに、抗菌作用が有することがわかっており、生活歯髄切断材料に必要な要件を備え
ている。本研究では抗炎症作用や石灰化誘導能について主に検討していく。 
 
２．研究の目的 
 本研究は緑茶カテキンの主成分であるエピガロカテキンガラート(EGCG)を用いて、抗炎症作用、
石灰化誘導作用を有する生切材料を開発することを最終的な目的とする。そのために抗炎症作
用ならびに石灰化誘導作用を評価する。 
 
３．研究の方法 
 In vitro の研究では、マウス由来のマクロファージ様細胞である RAW264.7 細胞を使用した。
培養液には DMEM（10%FBS 含有）を使用した。細胞を 96well プレートに 1.0×10⁴個の細胞密度
となるように播種後、37℃、5%CO2の環境下で前培養を行い、細胞を刺激した。細胞への刺激誘
発物質としてグラム陰性菌の内毒素（LPS:200ng/mL)ならびに、歯科材料に多く使用されている
2-Hydroxyethyl Methacrylate(HEMA:5mM)を使用し、24、48 時間培養した。培養後、cell counting 
kit-8 溶液を添加し、1 時間インキュベートした。マイクロプレートリーダーで吸光度を 450nm
で測定した。また、抗炎症作用を評価するために ELISA 法でプロスタグランジン E2（PGE2)産生
量を測定した。 
In vivo の研究として、生後６週齢の SD系雄性ラットの上顎第一臼歯に全身麻酔下で生切を
行った。ラウンドバーで歯髄を切断し、生理食塩水で洗浄した後、覆髄をした。覆髄材料には水
酸化カルシウム製剤であるカルビタール、カルビタールに EGCG を添加したものを使用した。覆
髄材料を使用せずに CR 充填したものをコントロールとした。１週間後ならびに１か月後に安楽
死させ、4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液を用いて灌流固定を行い、上顎骨を摘出して浸
漬固定を行った。EDTA で試料を脱灰し、通法に従ってパラフィン包埋し、歯軸に対して垂直に
厚さ 5µmの薄切標本を作製した。その後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い組織学的観察を
行った。本研究は国立大学法人北海道大学動物実験委員会の承認を受け、同指針に従って行った。
（計画承認番号：19-0096）。 
 
４．研究成果 
 RAW264.7 細胞に LPS ならびに HEMA 刺激を加え、WST-8 assay を行ったところ、以下の結果を
得た。LPS ならびに EGCG(10μM)により細胞増殖は増加した。HEMA では細胞増殖は抑制された。
HEMA による細胞増殖抑制に対して EGCG は影響を
与えなかった。また、炎症反応を評価するために
ELISA 法でプロスタグランジン E2（PGE2)産生量を
測定した。LPS 刺激により PGE2 産生量は 24 時間
後、48時間後で著しく増加した。EGCG によりそれ
らの増加は抑制された（右図）。HEMA の刺激によ
り、48 時間後における PGE2 産生量は増加したが、
EGCG によりその増加は抑制された。in vitro にお
いて EGCG が抗炎症作用を有することが示唆され
た。 
ラット上顎臼歯に対する生切の結果、コントロ
ールは１週間後には炎症性細胞浸潤が強く認めら
れ、１か月後には歯髄壊死していた（下図上段）。
カルビタールは１週間後には炎症性細胞浸潤は認められたものの、軽度であった。１か月後では
一部で歯髄壊死が認められた（下図中段）。カルビタール+EGCG は１週間後には炎症性細胞浸潤
が軽度に認められた。１か月後には一部歯髄壊死が認められたものの、二次象牙質の形成が認め
られた（下図下段）。以上より EGCG には硬組織誘導能があることが示唆された。 
本研究における環境下では EGCG には抗炎症作用ならびに石灰化誘導作用を有することが明ら
かになった。EGCG は前述の通り緑茶由来成分であり、生体安全性は高い物質だと考えられる。
生活歯髄切断材料への応用は有用である可能性が高く、実用化に向けて今後更なる研究ができ



ればと考えている。 
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