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研究成果の概要（和文）：Poly-CaP を露髄面に適用した場合、表層の SCaP 部からの Ca 溶出

により、不活性な HAp と比較して、歯髄の炎症が早期に減退し、dentin bridge の形成が促進

されることが分かった。また、Poly-CaP は、象牙芽細胞様細胞の分化に促進的に働き、硬組

織誘導の点で有利であること、および、HAp と接着システムとの良好な接合が得られることが

確認された。以上の結果より、Poly-CaP は、直接覆髄に応用するうえで有用な材料であるこ

とが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Poly-CaP is effective to induce hard tissue formation because of its 
Ca-releasing property from the soluble calcium phosphates phase on the surface. Poly-CaP 
was also found to support proliferation and to promote differentiation of odontblast-like 
cells on its surface. Activation of odontoblastic function is suggested to be involved in the 
effectiveness of Poly-CaP to induce hard tissue formation. Impregnation of resin into 
etched HAp surface, with production of no gap at the bonding interface, was seen for all 
adhesives. These results suggest that its usefulness for direct pulp capping. 
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１．研究開始当初の背景 

深いう蝕や外傷などにより歯髄が露出し
た場合、しばしば直接覆髄処置が行われる。
直接覆髄処置では、薬剤や材料で露髄した歯
髄を被覆することによって、歯髄組織への障
害を最小限にとどめ、露髄部を被蓋硬組織で
修復することが目的とされ、硬組織誘導能を
有する水酸化カルシウム製剤が古くから第
一選択として用いられてきた。 

しかし、 水酸化カルシウム製剤にもいく
つかの欠点があり、特に 露髄面の封鎖能が
なく、レジンと接着しないこと(Kitasako et 
al., Dental Traumatology 2008)や、 機械
的強度が弱く、経時的に劣化すること(Cox et 
al., JADA vol.125, 1994)、ならびに、露髄
面が大きい場合は適用しにくいことなどが
問題として残されている。 
これに対し、優れた象牙質封鎖能を有する
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接着性レジンの直接覆髄材としての可能性
が提唱され、臨床でも使用されるようになっ
たが、接着性レジンには、慢性炎症が残存し
やすく、硬組織形成が遅れる傾向にあること
(Accorinte et al., Dent Mater 2005)や、
酸性モノマーの刺激で露髄部から再出血を
引き起こしやすいことなどの問題点が指摘
されている。したがって、硬組織誘導能に優
れ、かつ高い封鎖能を示す理想的な直接覆髄
材は現在のところ存在しないといえる。 

ところで、申請者らのグループは、大阪大
学大学院工学研究科との共同研究にもとづ
き、 ハイドロキシアパタイト(HAp)を真空環
境下で熱処理する方法により、HAp の表層お
よび粒界に可溶性リン酸カルシウム系化合
物であるα-TCP や TTCP が析出した多相性リ
ン酸カルシウム (Poly-CaP) を開発した
(Nakano et al., Mater Trans 2002)。 そし
て、本材料からのカルシウムの溶出により、
骨芽細胞の石灰化が促進されることを明ら
かにし、強度と骨誘導能を兼ね備えた骨欠損
補填材としての Poly-CaP の有用性を報告し
てきた(Ehara et al., Biomaterials 2003, 
Ogata, Imazato et al., J Biomed Mater Res 
2005)。    

この成果にもとづき、申請者は、Poly-CaP
を直接覆髄処置に応用することを発案した。 
すなわち、Poly-CaP 体を露出した歯髄面に適
用することにより、象牙質(dentin bridge)
形成が促進されると同時に、Poly-CaP 体の
HAp 部分と接着性レジンが緊密に接合するこ
とで、露髄部の良好な封鎖を図ることが可能
となると考えられる。また、ブロックとして
の Poly-CaP を用いることにより、その上部
に積層される接着性レジンからのレジンモ
ノマー成分による刺激を阻止することがで
き、現状の覆髄材が有する問題点を解消でき
るとの着想である。 

 
２．研究の目的 
本研究期間内に、直接覆髄用 Poly-CaP を

試作し、その Ca 溶出特性を調べた後、象牙
芽細胞様細胞を用いた in vitro 実験および
ラットを用いた in vivo 実験を行い、
Poly-CaP の象牙質形成誘導能について検討
を行う。さらに、接着性レジンと HAp との接
合性と封鎖能について評価することにより、
Poly-CaP を用いた直接覆髄法の有用性につ
いて検討する。 

 
３．研究の方法 
 
Ⅰ. 直接覆髄用 Poly-CaP 体の作製と Ca溶出
特性の分析 
 
1. Poly-CaP 試料の作製と相構成の解析 
直径 9 mm、厚さ 2 mm のディスク状または、

一辺 0.5 mm の立方体の緻密性 HAp ブロック
(オリンパステルモバイオマテリアルズ)を、
モリブデンファーネスを用いて 1350℃・真空
環境下で 10時間熱処理して Poly-CaP を作製
した。 
作製した Poly-CaP 試料を、耐水研磨紙を用
いて表層から研磨し、表層および表層より 5
～1000μm の深さでの組成を X線回折法にて
分析した。 
 
2. Ca 溶出挙動の検討 
Poly-CaP の可溶性リン酸カルシウム相から
の Ca 溶出挙動を評価するため、ディスク状
Poly-CaP 試料の側面と底面をネイルバーニ
ッシュで被覆したのち、pH7.4 のリン酸緩衝
溶液または pH4.0 の酢酸緩衝溶液 5ml に浸漬
し、37℃にて保管した。1時間から 15 日後に
試料を新たな溶出媒に移し変え、回収した溶
液中の Ca 濃度を ICP 発光分光分析法にて測
定した。 
   
Ⅱ.象牙質形成促進能の検討  
 
1. 象牙芽細胞様細胞を用いた評価 
Poly-CaP の細胞レベルでの象牙質誘導能を
検討するために、象牙芽細胞様細胞を用いた
評価を行った。 細胞にはマウス象牙芽細胞
様細胞(MDPC-23)を用いた。 
48 ウェルプレートの各ウェルに Poly-CaP デ
ィスク試料を置き、分化誘導培地を用いて 1
×104cells/ウェルとなるように調整した
MDPC-23 細胞を試料上に播種して、培養を行
う。コントロールには、非焼成の HAp 試料を
用いた。 
1) MTT アッセイ 
1 または 3日間培養を行った後、培地に MTT
含有PBSを添加し、4時間培養後、20%SDS-0.01 
N HCL 含有 PBS を添加して 8時間反応させ，
570 nmにおける吸光度をマイクロプレートリ
ーダーにて測定して試料上での細胞増殖を
評価した。 
2) ALP 活性測定 
1, 3, 7, 14 日間培養後、0.02% Triton X 含
有 PBS を添加して凍結・融解を二回繰り返し
て細胞を破砕後、Alkaline Phosphatase 
Substrate Kit および BCA Protein Assay Kit
を用いて測定を行い、 ALP 活性を算出した。 
3) 象牙質分化マーカーの発現の検索 
7 日間培養後、total RNA を抽出し、逆転写
を行って cDNA を得たのち、TaqMan Gene 
Expression Master Mix を用いて DSPP および
ALP の mRNA の発現量をリアルタイム PCR 法
(現有設備)にて測定した。 
 
2. 動物実験による評価 
ラットを用いた覆髄試験を行い、Poly-CaP に
よる象牙質形成誘導能を評価する。９週齢雄



 

 

性 Wistar rat の上顎第一臼歯咬合面に窩洞
を形成し、1/2 のラウンドバーで露髄させた
後、立方体の Poly-CaP で露髄面を被覆し、
グラスアイオノマーセメントにて封鎖した。
2または 4週間後に灌流固定を行い、 顎骨を
摘出、脱灰、パラフィン包埋後ミクロトーム
(現有設備)を用いて薄切し、HE 染色を施して
dentin bridge の形成と歯髄の炎症状態を病
理組織学的に評価した。コントロールには、
立方体の HApおよび水酸化カルシウム製剤を
使用した。 
 
Ⅲ. 封鎖能の検討 
 
・接着性レジンとの接合性の形態的評価 
まず、接着性レジン適用の前処置としての酸
処理による HAp の脱灰状態を SEM により形態
的に評価した。ディスク状 HAp 試料を 40%リ
ン酸(K-etchant)で 20 秒間処理、またはセル
フエッチングプライマー(Clearfil Mega 
Bond FA プライマー, Adper Prompt L-pop)
で処理後、レジン成分を取り除くためにアセ
トンにて 2 時間洗浄を行い、通法に従って、
乾燥、蒸着後、表面の SEM 観察を行った。 
さらに、ディスク状 HAp 試料に、Adper Single 
Bond Plus、Clearfil Mega Bond FA、あるい
は Adper Prompt L-pop をメーカー指示通り
適用し、コンポジットレジンを築盛して半切
し、切断面にアルミナ研磨を施した後、SEM
観察を行い、HAp とレジンとの接合状態を評
価した。 
 
４．研究成果 
 
Ⅰ. 直接覆髄用 Poly-CaP 体の作製と Ca溶出
特性の分析 
1. 相構成の解析 

α-TCP特有のピークは表層から50μmの深さ
まで認められ、100μm から HAp 特有のピーク
が出現した。粒界にも形成される TTCP につ
いては、表層から 1000μm の深さまでピーク
が確認さた。したがって、今回用いた
Poly-CaP では、表層 50μmの深さまでは可溶
性リン酸カルシウム相のみで占められてい

ることが確認された。 
 
2. Ca 溶出挙動の検討 

pH7.4 のリン酸緩衝溶液へ浸漬した場合 HAp
ではカルシウムの溶出は検出されなかった
が、Poly-CaP からは持続的なカルシウム溶出
が認められ、15 日間で約 64ppm の溶出が認め
られた。 

pH4.0 の酢酸緩衝溶液へ浸漬した場合、HAp
からもカルシウムの溶出がみられたが、
Poly-CaP からは有意に高い濃度のカルシウ
ム溶出が認められ、15 日後には約 3300ppm の
溶出濃度を示した。 
 
Ⅱ.象牙質形成促進能の検討  
1. 象牙芽細胞様細胞を用いた評価 
1) MTT アッセイ 

 



 

 

1，3 日間のいずれの培養時間でも、Poly-CaP
とコントロールとの間には有意差はなく、 
Poly-CaP では良好な細胞増殖が認められた。
また、HAp と比較した場合、Poly-CaP では 1
日後に有意に高い吸光度が得られ、より良好
な増殖がみられた。 
2) ALP 活性測定 

全ての材料において、7日目まで ALP 活性は
増加し、14日目で減少しました。 
1 日目から 14 日目までを通して、Poly-CaP
では、HAp およびコントロールと比較して有
意に高い値を示した。 
3) 象牙質分化マーカーの発現の検索 

DSPPmRNA の発現量は、Poly-CaP ではコント
ロールの 1.60 倍、HAp では 1.14 倍、また、
ALPについてはPoly-CaPではコントロールの
1.28 倍、HAp では 0.97 倍の結果が得られ、
DSPP, ALP とも Poly-CaP において発現の増強
が認められた。 
 
2. 動物実験による評価 
＜dentin bridge の形成＞ 

 
 

＜歯髄の炎症状態＞ 

2 週間後では、dentin bridge の形成、歯髄
の炎症状態ともに両者に差は認められなか
ったが、4週間後では、Poly-CaP による覆髄
後の dentin bridge 形成はポジティブコント
ロールとして用いた Dycal の場合と同様で、
HAp と比較して有意に多くの例で complete 
bridge の形成が認められた。歯髄の炎症につ
いては、HAp では主に中等度から重度であっ
たのに対し、Poly-CaP では軽度な炎症にとど
まっている傾向がみられた。 
 
Ⅲ. 封鎖能の検討 
すべての接着システムにおいて、ボンディン
グレジンと HAp が隙間なく接合し、HAp 表面
の空孔部をボンディングレジンが満たして
いる様子が観察された。すなわち、脱灰され
た HApの表面にボンディングレジンが十分に
浸透して硬化し、良好な接合性を示すものと
考えられる。 
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