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研究成果の概要（和文）：歯の神経には多くの役割があり、神経を取ったときの最大の問題

は歯が折れやすくなることである。そのため、できるだけ神経を取らないように治療する

ことは非常に重要である。本研究は齲蝕や外傷によって露出した神経を保護する新規材料

の開発に関するものである。今回、5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-4- ribofuranoside、
Titanium Medical Apatite、Calcium Phosphate Cement などの各種材料が、歯髄保護材とし

て使用できるかどうかを細胞や実験動物を使用して基礎的に評価したところ、条件によっては

高い生体親和性と分化の促進が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）：Dental pulp has many important roles, and the most severe problem 
of removing it would be tooth fracture. Therefore, dental treatment to preserve dental pulp 
is very important for dentists. The aim of this study is to develop new materials for direct 
pulp capping (i.e., treatment for protection of dental pulp). Five-aminoimidazole-4- 
carboxamide-1-β-4-ribofuranoside (AICAR), Titanium Medical Apatite (TMA), Calcium 
Phosphate Cement (CPC) were used to evaluate the possibility of being direct pulp capping 
materials in this study. Results indicated high biocompatibility and promotion of 
differentiation in some experimental conditions. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 齲蝕や外傷が原因で歯髄組織を除去す
る治療法は、歯科臨床において一般的に行わ
れている。しかしながら、歯髄保存の直接的
意義としては感覚の保持、持続的な象牙質形
成ならびに外来刺激に対する防御・免疫機能

の発現があり、間接的意義には破折防止歯や
歯冠修復物の軽減化などが上げられ、歯科医
療従事はできるだけ歯髄の保存に努力をし、
その意義を常に認識して治療を行うことは
重要である。 
 
(2) 歯髄保存療法の一つである直接覆髄法
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は、非感染性で露出した歯髄（露髄）を薬剤
で創面を保護することにより治癒を図る方
法である。従来から水酸化カルシウム製剤が
第一選択として臨床応用されてきたが、硬組
織形成が認められる反面、辺縁漏洩性、溶解
性、修復象牙質内のトンネル状欠損など、そ
の有用性に対してはいくつかの問題点が報
告されている。そのため上記の具備条件を満
たした理想的な直接覆髄剤の開発が望まれ
ている。 
 
(3) そこで申請者は1990年代に米国ロマリ
ンダ大学歯学部のTrabinejadらにより開発さ
れ た根 管用 セメ ント  Mineral Trioxide 
Aggregate（MTA）が高い生体親和性と辺縁
封鎖性を持つことから、直接覆髄剤としての
有用性についてヒト歯髄細胞や実験動物を使
用した基礎的研究を行ってきた。その結果、
MTAは水酸化カルシウム製材と比較し、優れ
た硬組織形成作用と高い細胞遊走能ならびに
細胞増殖能があることを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
 
今回、申請者はこれらの研究成果と手技を踏
まえ、硬組織形成に深く関与すると知られて
いる各種剤（材）料に着目し、歯髄細胞の硬
組織形成にも作用すると考え、直接覆髄剤と
しての有用性を検討するために基礎的研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 使用した細胞と実験動物 
 
① 歯髄細胞 
日本大学歯学部付属歯科病院にて治療を目
的として抜去された齲蝕の認められない第
三大臼歯 3本より採取した。なお、本研究は
本学歯学部倫理委員会の承認下で実施され、
患者には抜去歯の歯髄組織が本研究に用い
られることをあらかじめ説明し、同意を得て
いる。抜去歯はただちに分割し、無菌条件下
で歯髄を取りだして外科用メスで約 1 mm3片
に細断した。その歯髄組織片を 6穴プレート
の底面に置き、カバースリップで固定後，10%
ウシ胎児血清、1%PSN（ペニシリン/ストレ
プトマイシン/ネオマイシン溶液）を含む
α-minimum essential medium で 37℃、
5%CO2、95% air の条件下で培養を行った。
約 2 週間培養を継続し、細胞がコンフルエン
トに達したことを確認した後、トリプシン
/EDTA にて細胞を分散し，継代培養を行っ
た。なお本研究には 4～8 継代目の細胞を実
験に供した。 
 
② 骨芽細胞 

上記条件下でラット骨肉腫由来の株化骨芽
細胞（ROS17/2.8）を培養した。 
 
③ 実験動物 
Wistar 系雄性ラットと日本白色種ウサギ 
（日本大学歯学部動物実験委員会の承認下
にて実施） 
 
(2) 供試材料 
硬組織形成に関与すると思われる下記の材
料を使用した。 
 
① 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-4- 
ribofuranoside（AICAR）： 
Adenosine monophosphate-activated 
protein kinase の活性化を誘導し、骨芽細胞
の分化に関与すると知られている。 
 
② Titanium Medical Apatite（TMA）： 
機械的強度が高く、容易に切削加工がで
きる新規合成アパタイトの真空焼結体で
ある。 
 
③ Calcium Phosphate Cement （CPC）： 
整形外科領域で骨補塡材として使用されて
いる自己硬化性リン酸カルシウムセメント
である。 
 
(3) 実験方法 
 
① 細胞増殖測定 

供試材料の歯髄細胞と骨芽細胞の増殖に
及ぼす影響については Cell Counting Kit-8
を用いて測定した。供試材料を添加して培養
5、9、13 および 17 日後にテトラゾリウム塩
である WST-8 を各ウェルに 10µl 添加し、60
分間培養後、細胞内脱水素酵素によって
WST-8 が還元されることにより生成する水
溶性ホルマザンの 450nm における吸光度を
マルチプレートリーダーで測定した。その後、
あらかじめ作製した検量線をもとに、測定さ
れた吸光度から細胞数を決定した。なお、検
量線は歯髄細胞を血球計算板であらかじめ
計数した細胞浮遊液を段階希釈し、96 ウェル
プレートの各ウェル内に分注して Cell 
Counting Kit-8 にて発色後、450nm におけ
る吸光度を測定することにより作製した。 
 
② アルカリフォスファターゼ活性測定 

供試材料の歯髄細胞と骨芽細胞の分化に
及ぼす影響については，ALP 活性値を測定し
た。p-ニトロフェニルリン酸を基質とした時
に酵素反応の結果生じる p-ニトロフェノー
ルを測定することにより ALP 活性値を決定
した。すなわち細胞増殖の測定と同様な培養
期間において，PBS で洗浄後 8mM p-ニトロ
フェニルリン酸， 10mM MgCl2 および



0.1mM ZnSO4含有の 50mM glycine-NaOH 
buffer を 100µl 添加し，30 分間インキュベー
トした。生成された p-ニトロフェノールの
405nm における吸光度をマルチプレートリ
ーダーで測定し，あらかじめ作製した検量線
をもとに 106 細胞あたりの ALP 活性値を算
出した。 
 
③ 実験動物への埋入実験 
ペントバルビタールによる全身麻酔を施した
Wistar 系雄性ラットの背骨を中心として左
右の皮下組織にポケットを形成し、CPC を填
塞した。ウサギでは下顎骨の骨膜まで達する
切開を行い、骨バーにて窩洞を形成して
TMA を充填した。各期間飼育後、麻酔薬過
剰投与により安楽死させ、充填部位を含んだ
周囲組織を摘出し、通法に従って HE 染色を
行い組織形態学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
① 細胞増殖測定 
歯髄細胞と骨芽細胞はセルカルチャーイン
サートを使用して供試材料と共培養を行う
と、経時的に細胞数を増加させ、何も設置し
なかったコントロールと同様な傾向が認め
られた。 

② アルカリフォスファターゼ活性測定 
細胞増殖測定と同様な培養条件下で、アルカ
リフォスファターゼ活性値は供試材料群と
コントロール群とに大きな差はなかったが、
AICAR に関しては濃度によってコントロー
ル群より有意に高かった。 
 
 

 
③ 実験動物への埋入実験 
CPC の皮下組織への埋入によって下図のよ
うに明らかな炎症像は認められなかった。ま
た、CPC の構成材料の比率を変化させること
によって、吸収程度に変化が認められた。 
 
 

 
 
 



TMA の顎骨への埋入によって下図のように
明らかな炎症像は認められなかった。 
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