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研究成果の概要（和文）：MTAセメントとスタチンは、骨芽細胞および未分化間葉系細胞を石灰

化に向けて分化を非常に強く誘導した。その石灰化は非常に早くに生じ、アルカリフォスファ

ターゼやオステオポンチン遺伝子発現の有意な促進を介していた。しかし、この石灰化は、コ

ラーゲン蓄積を伴わないものであった。本研究で観察された、スタチンの石灰化促進は、MTA

セメントと比較して強いものではなかった。ただし、スタチンには未分化間葉系細胞に対して

脂肪細胞の分化を強力に抑制し、骨芽細胞へ誘導する作用があることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：Mineral trioxide aggregate and statins strongly induce 
mineralization in osteoblasts and stem cells. MTA promoted the gene expression of 
alkaline phosphatase and osteopontin and enhanced alkaline phosphatase activity 
throughout the culture period, whereas it markedly inhibited the gene expression of type 
I collagen. In this study, promoted mineralization of statins, was not strong compared 
with MTA. However, statin stimulated osteoblastic differentiation while inhibited 
adipocyte differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
 ス タ チ ン （ 3 - Hydroxy - 3 - 
methylglutaryl - CoA （  HMG-CoA  ） 
reductase inhibitors ）は、高脂血症治療
として広く臨床で用いられている。このスタ

チンによる、骨芽細胞での BMP-2 発現促進作
用は、Mundy らによって、1999 年に報告され
た。この報告を受け、私は、スタチンが骨芽
細胞において BMP-2 のみでなく、アルカリフ
ォスファターゼ・オステオカルシンなどの骨
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代謝マーカーの発現促進を伴い、著しい石灰
化促進作用があることを示した。これは、
MMP-13 の発現抑制によるⅠ型コラーゲンの
蓄積が原因の１つであり、VEGF の発現亢進を
伴うことも示した。この作用機序は、HMG-CoA
還元酵素の阻害により、メバロン酸とゲラニ
ルゲラニルピロリン酸の合成を抑制し、それ
が Rhoのプレニレーション抑制に至っている
ことがその原因であることを解明した。さら
に、スタチンはサイトカインの産生およびそ
の働きを抑制する事が知られており、抗炎症
薬としての臨床応用も考えられている。 
 1993年に米国で Mahmoud Torabinejadによ
り 開 発 さ れ た MTA （ Mineral Trioxide 
Aggregate）セメント は、海外で根管封鎖材
としての臨床使用報告が数多くなされてい
る非常に成績の良い材料である。MTA はセメ
ント芽細胞の増殖と石灰化を促進すること
が分かっているが、この現象は MTA の表面微
細構造に起因するところが大きいと考えら
れている。 
 歯内療法の成功率は 90％以上とされるが、
再歯内療法の成功率は 50～70％と低い。この
理由は医原性を含む、根管の形態的要因や細
菌学的要因などが考え得る。 
 そこで、スタチンと MTA と併用すると、そ
の相加効果（または相乗効果）を発揮するで
あろうことを機体して、これらの作用を詳細
に解析した。あわせて、この作用機序の解析
を試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 スタチンは、臨床で汎用されているため、
現在市販されているスタチンは、ある一定以
上の安全性が確認されている。一方、メバロ
ン酸 代謝経路 の 抑制によっ て生ず る
pleiotropic effects として、抗炎症作用・
骨形成促進作用・、冠動脈イベントのリスク
低下等が多数報告されており、それらの全容
解明には未だ至っていない。 
 また MTA セメントも大変優れた臨床結果を
残している。この作用機序に関しては、MTA
のアルカリ性によるものや、その表面粒状性
によるものなど様々な研究がなされている
が、作用機序は依然として不明な部分が多い。 
 そこで本研究では、次の３点を目的とした。
第一に MTAセメントの石灰化機序の解析。次
にスタチンの pleiotropic effects としての
骨形成促進機序・脂肪分化抑制機序の解析。
最後にスタチンの歯科臨床応用（特に根管封
鎖や歯周組織治癒促進・再生）を目的とし、
MTA セメントとスタチンの存在下で、細胞の
分化とその石灰化過程につき調査を行った。 
 現在、歯牙を含む硬組織の再生医療の研究
は非常に進んでいるが、「石灰化を早める」
ことは非常に重要なものであると考える。 

３．研究の方法 
 本研究では、結果を鮮明にするために、株
化された培養細胞と、骨髄由来の未分化間葉
系細胞をおもに用いた。 
 最初に培養上清にスタチン、または、各種
キナーゼのインヒビターなどを添加して、
phosphatidylinositol-3 kinase （PI3K）や
Protein kinase A が石灰化と脂肪分化に与え
る影響について解析を行った。このことで、
一般的な細胞分化の中での、PI3K の役割を解
析しようと試みた。 
 次に、MTA セメントの主要な作用である、
石灰化促進機構を解析した。当初は、より臨
床的な再現実験を考え、硬化させた MTAセメ
ントを disk 状にして、その周囲または表面
で細胞培養を行った。これにより MTAセメン
トを足場として、細胞の接着と分化に及ぼす
影響を形態的・機能的に解明を試みた。 
 さらに、局所から少し離れた場所に作用す
るMTAの影響を考慮し、コロイド状にしたMTA
セメントを培養上清中に添加した。そして、
石灰化促進能、および分化マーカーの発現を
解析した。この結果を上記のものと比較検討
を行うと共に、この作用機序の発現に関して、
各種インヒビターを用いて、網羅的に解析を
行った。 
 最後にこれらの結果をもとに、MTA セメン
トとスタチンとの併用を行い、その石灰化形
成促進能について、評価を行った。MTAセメ
ントとスタチンで、強く影響を及ぼす分化段
階が異なるために、非常にゆっくりと分化す
る骨芽細胞を用いて、分化ステージごとに、
与えられる影響について、詳細に比較検討し
た。 
 
 
４．研究成果 
 細胞培養上清中に添加したスタチンは、多
分化能を持つ間葉細胞に対して、脂肪分化能
を強く抑制をした。これは脂肪滴の蓄積も抑
制 を 伴 う も の で あ っ た 。 さ ら に 、
Ccaat-enhancer-binding proteins beta、
Lipoprotein lipaseなどの分化マーカーの発
現抑制も著しく抑制した。ところが、これら
の細胞に対して、同じスタチンは骨形成・石
灰化粒の形成を促進させた。また、骨形成マ
ーカーの発現も BMP-2 の誘導を伴い、促進さ
せた。これにはオステオカルシンも含まれた。
そこで PI3K のインヒビターである LY29402
を添加すると、これらの作用は著しく抑制を
受けた。この結果から、PI3K は、BMP-2 ある
いは C/EBPβなどの、初期分化マーカー誘導
を増強させる役割があると推察される
（Fig.1、2）。 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2 
 
 硬化した MTAセメントでは、付近の細胞は、
強くアポトーシスが誘導された。しかし、MTA
から適切に離れた（このアポトーシスを逃れ
た）細胞では、非常に初期から、大変強い石
灰化促進作用が確認された。 
 またこれらの細胞の分化マーカーを解析
すると、全期にわたり誘導が確認されたが、
とりわけ一般的に、後期に誘導されるはずの
分化マーカーが、初期に大きく変化すること
が確認された（Fig 3、4）。 

 これは MTA セメントが、単にアルカリ性の
性質を有しているからだけではないと考え
られる。それは、まず、MTA セメントを十分
に浸漬してから使用していること。48時間イ
ンキュベーションした培地であっても、pH が
インキュベーション前よりも高くなるとい
うことは無かったことからである 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 4 
 
 アスコルビン酸とβ－グリセロ二リン酸
を豊富に含む培地で、骨芽細胞様細胞
MC3T3-E1 細胞や、骨髄由来間葉系細胞 ST2 細
胞を培養すると、３－４週間で石灰化が観察
される。通常観察されるこの石灰化は、非常
に多くのⅠ型コラーゲンの蓄積を伴う。しか
し、本研究で観察された、MTA セメントによ
る石灰化促進では、培養１週間以内に石灰化
粒が観察された。さらにこれは、コラーゲン
の蓄積を伴うものではなかった（Fig 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 5 



 

 

 コロイド状にしたMTAセメントを添加する
場合、濃度によって disk 状に硬化した MTA
セメントと同様の効果が観察された。 
 細胞に傷害の与えない濃度（増殖を阻害し
ない濃度）まで稀釈を行った MTAセメントを
添加し、培養を行った場合には、アルカリフ
ォスファターゼやオステオポンチン遺伝子
発現など、後期の分化マーカーを、培養の初
期ステージから強く誘導することに関して
は、上記と同様の結果が観察された。しかし、
この条件で培養を行うと、後期（４週後）で
は、石灰化の促進が有意に促進することが観
察できた。また、ここで観察された石灰化は、
Ⅰ型コラーゲンの十分な増殖を伴うもので
あり、より生理的に近いものであることが判
明した。 
 しかし、培養初期から、MTA セメントとス
タチンを同時に添加した場合には、分化・石
灰化に対する、相加効果または相乗効果は観
察できなかった(Fig6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 6 
 
 最後に、分化のステージごとに MTAセメン
トとスタチンが、分化石灰化に及ぼす影響に
ついて詳細に解析を行った。その結果、MTA
セメントは、骨分化の初期から、強力に後期
分化マーカーの発現を促進させることが判
明した。すなわち、MTA セメントは、分化の
初期に非常に強く影響を及ぼす。これに対し
て、スタチンは、BMP-2 の誘導なども起こす
が、むしろ、分化の中期から後期に与える影
響が強かった。これは、BMP-2 非依存性の分
化マーカーの誘導によるものであると考え
られる。 
 MTA セメントは、確かに in vitro において
も、強力な石灰化誘導をしめした。しかし、
その石灰化はコラーゲン蓄積を伴わないも
のである。従って、臨床的に考えると、根周
囲の微小な骨吸収に対しては、非常に有効で
ある。しかし、決して万能ではなく、比較的
大きな歯槽骨吸収に対しては、MTA セメント
単独ではなく、その他のアプローチの併用が
必要となってくると考えられる。 
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