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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ラットにう蝕を誘発し、浅在性う蝕由来可逆性歯髄炎と深在性う蝕由
来不可逆性歯髄炎の動物実験モデルの作製に成功した。
　浅在性う蝕では、歯髄組織にてM2型マクロファージ等の発現が上昇することが明らかとなり、深在性う蝕の場
合はM1型マクロファージの強い発現増強が認められた。また、浅在性う蝕を対象とした直接覆髄実験では、第三
象牙質の形成が認められ、M2マクロファージが創傷治癒に役割を果たしていることが明らかとなったのに対し、
深在性う蝕の場合には、露髄部の閉鎖は認められず、歯髄の炎症が残存した。
　本モデルを用いることで、歯髄保存療法の適応拡大、歯髄炎治療薬開発へ発展することが期待される。

研究成果の概要（英文）： This research project successfully established rat reversible/irreversible 
pulpitis model derived from dental caries.M2 macrophages were strongly expressed in the pulp tissue 
of shallow to moderate caries, whereas M1 macrophages were widely expressed in the pulp of deep 
caries.
 Direct pulp capping experiment against shallow or moderate caries induced complete tertiary dentin 
formation, but incomplete tertiary dentin and strong inflammation was observed in deep caries model.
 These results indicated the reversible/irreversible pulpitis model could facilitate the development
 of new vital pulp therapies in clinical dentistry.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： 可逆性歯髄炎　不可逆性歯髄炎　う蝕　マクロファージ　ラット　歯髄炎モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在の歯科臨床において、不可逆性歯髄炎に罹患した歯は、歯髄除去療法をおこなうしか選択肢が存在せず、
抜髄された歯は寿命が短くなることが明らかとなっていた。歯髄保存療法の適応を歯髄炎まで拡大できれば、歯
の寿命延長を達成できる可能性は高いが、これまで歯髄炎についての研究が不十分であった。
　本研究では、ラットを用いた動物実験モデルて、う蝕に由来する可逆性・不可逆性歯髄炎を誘発することに成
功した世界初の研究成果である。本研究により、歯髄炎を再現性高く誘発することができるようになり、歯髄保
存療法の適応が歯髄炎にまで拡大すれば、根管治療フリーの歯科臨床の実現への展開が期待される意義深い研究
である。

※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 
直接覆髄法の目的は、「歯髄が本来持つ創傷治癒プロセスを促進することにより、露髄部にお

いて連続性が破綻した象牙質-歯髄複合体を再構築（＝第三象牙質形成）すること」であり、そ
の過程の中心となる歯髄創傷治癒機序の解明を目指し、これまで様々な研究が世界中で展開さ
れてきた。実際、動物の歯に窩洞形成および覆髄をおこなう実験モデルは、歯髄創傷治癒過程の
評価に適した実験系であり、これまでの研究でも多く用いられている。 
現在の臨床において覆髄剤のゴールデンスタンダードとして用いられる Mineral Trioxide 
Aggregate (MTA) は、これまでに実施されてきた覆髄動物実験においても良好な第三象牙質形
成を促進するという結果が得られており、当該分野の研究のポジティブコントロールとしてみ
なされている。しかしながら、実際の臨床における直接覆髄の成功率は、MTA を用いた場合で
も 60〜70％程度 (Caliskan et al. 2016) であり、動物実験の結果と臨床成績に明らかな乖離が
認められる。この乖離の最も大きな要因の一つとして、これまで実施されてきた覆髄動物実験モ
デルは健全な歯に窩洞形成をおこない、健全な歯髄を覆髄後に評価するものであることが挙げ
られる。つまり、従来の覆髄実験モデルでは実際の臨床において覆髄処置の対象となる深いう蝕
罹患歯に特有の歯髄充血状態や可逆性歯髄炎の病態が再現できておらず、創傷治癒過程を包括
的に評価できていない。 
 健全な歯髄組織においては窩洞形成および覆髄剤により機械的または化学的な傷害を受けた
細胞が放出する傷害関連分子パターン (DAMPs) により一過性の炎症が惹起され、そこを起点
とした組織再生が開始する。一方、う蝕罹患歯においては、細菌が象牙質に到達すると象牙細管
を経由してリポ多糖 (LPS) を始めとした病原体関連分子パターン (PAMPs) が歯髄組織に影
響を与え始める。その PAMPs を駆除すべくマクロファージを始めとした免疫細胞が集積し炎症
が生じ、さらには組織破壊による DAMPs の放出も生じることで炎症は増悪していく。したが
って、う蝕罹患歯では覆髄処置を開始する時点で歯髄の炎症状態や細胞の構成などの環境が健
全歯髄とは大きく異なることから、上述した覆髄における研究と臨床の乖離を埋めるためには、
可逆性歯髄炎特有の環境を実験動物において再現した上で覆髄実験をおこない歯髄の反応を評
価する必要がある。 
申請者らは、すでにカリオロジーの分野で確立されているラットう蝕モデル (Nomura et al. 

2014, Ooshima et al. 1998) を応用し、う蝕細菌由来可逆性歯髄炎ラットモデルの確立に成功
し、このモデルを用いた覆髄実験をおこなうことで、健全歯を対象とした従来の覆髄実験モデル
とは異なる様相の第三象牙質形成過程が確認された。従来の覆髄実験では覆髄後数日経過して
から炎症性細胞の浸潤が生じ、炎症の消退に引き続き第三象牙質形成が開始していた。一方、可
逆性歯髄炎覆髄モデルにおいては、覆髄時すでにマクロファージを始めとした炎症性細胞浸潤
が認められ、その消退を待つことなく比較的早期に第三象牙質形成の開始が認められた。 
マクロファージはその役割によって M1 型と M2 型に大別される。一般的に、M1 マクロファ

ージは炎症性単球が TNF-αや IFN-γなどを受けて分化し、病原体や寄生虫感染防御に働く一
方、M2 マクロファージは組織常在性単球が IL-4 や IL-13 など Th2 型サイトカインを受けて分
化し、組織修復などに関わると言われている。組織の修復および再生においては M2 マクロファ
ージの産生する IL-10, Transforming growth factor-βを始めとした免疫調整因子の関与が報告
されており (Atri et al.  2018)、また、M2 マクロファージが骨芽細胞の石灰化を誘導すること
が知られている (Gong et al. 2016)。歯髄組織においても、M2 マクロファージが歯髄幹細胞の
石灰化を誘導すること (Parc et al. 2017) や、健全歯を覆髄後数日で M1 マクロファージが集積
し、その後 M1 マクロファージの減少に伴い M2 マクロファージが増加し、炎症の消退および第
三象牙質形成が生じると報告されている (Gu et al. 2019) 。 
以上より、本研究では可逆性炎症歯髄においてう蝕窩洞直下の歯髄にはすでにマクロファー

ジが集積しており、う蝕除去および覆髄をおこなうことで M2 マクロファージ由来の免疫調整
因子が早期に作用することで歯髄幹細胞の分化そして石灰化が早期に生じるのではないかとい
う仮説のもと、「可逆性歯髄炎覆髄モデルにおける M2 マクロファージはどのような時間・空間
的な局在および免疫調整因子を産生を示すのか。そしてそれらが歯髄幹細胞にどのような影響
を与えるのか」という問いを究明することで、可逆性歯髄炎に特有の歯髄創傷治癒機転の解明お
よびそのメカニズムに立脚した覆髄剤の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「可逆性炎症歯髄の創傷治癒における M2 マクロファージの役割を明らかに
することで、可逆性歯髄炎に特有の歯髄創傷治癒機転の解明すること」である。 
申請者らが確立したう蝕細菌由来可逆性歯髄炎ラットモデルを応用し覆髄実験をおこなうこと
で、これまで独立して研究がおこなわれていた①う蝕に対する免疫反応による可逆性歯髄炎の
発症、②う蝕除去及び覆髄処置を起点とした炎症消退、③象牙質−歯髄複合体の再構築（＝第三
象牙質形成）、という複雑なプロセスから成る創傷治癒過程を包括的に評価可能となった結果、
従来の報告とは異なり炎症とオーバーラップした創傷治癒過程が明らかとなりつつある。この



手法により可逆性歯髄炎に特有の歯髄創傷治癒機転の解明を目指すことは過去に例をみない独
自の取り組みであり、実際の臨床において覆髄処置の対象となる深いう蝕罹患歯に特有の可逆
性炎症歯髄に対してより効果的な生物学的覆髄剤の開発につながると期待され、歯の寿命、ひい
ては健康寿命の延長につながると考えられるため、社会的な意義も大きい。 
近年、全身における炎症性疾患について M1/M2 マクロファージの役割が解明されつつあり、

特に M2 マクロファージの抗炎症能および間葉系幹細胞に与える影響が組織再生の観点から注
目されているが、その全貌は明らかではない。歯髄組織においての M2 マクロファージの報告も
少数あるが、可逆性炎症歯髄における報告はなく、本研究によって M2 マクロファージの新たな
知見が得られることで、歯科分野のみならず全身における炎症性疾患のメカニズム解明および
再生医療分野の発展に寄与すると考える。 
 
３．研究の方法 
(1) う蝕由来ラット歯髄炎モデルの作製および解析 
 本研究は大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認のもとに実施された（承認番号：
No.R-01-017-0）。14日齢 Sprague-Dawley ラットに Streptococcus mutans MT8148 株を経口接種
し、高スクロース含有飼料（Diet 2000、日本クレア）を不断給餌することでう蝕を誘発した。
誘発されたう蝕の進行について、マイクロ CT（R-mCT2、リガク）にて評価を行い、歯髄において
誘発される炎症について、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色、Brown ＆ Brenn（BB）染色お
よび Toll like receptor 2（TLR2）、Proliferating cell nuclear antigen（PCNA）の局在につ
いて病理組織学的、感染免疫組織化学的に評価を行うとともに、マクロファージマーカーである
CD68およびM2マクロファージマーカーであるCD206について蛍光免疫染色にてその局在を評価
した。 
 
(2) 可逆性・不可逆性歯髄炎ラットモデルの確立 
前項のう蝕細菌由来可逆性歯髄炎ラットモデルを応用し、MTA を用いた直接覆髄実験をおこな

った。得られた試料をマイクロ CTおよび HE染色にて評価をおこない、可逆性歯髄炎ならびに不
可逆性歯髄炎ラットモデルの作製をおこなった。 
 
(3) 可逆性歯髄炎ラット直接覆髄モデルの創傷治癒過程における M1/M2 マクロファージ局在解
析 
前項で得られたラット可逆性歯髄炎モデルに直接覆髄を実施し、HE 染色および CD68、CD206

の局在について蛍光免疫染色にてその局在ならびに経時的変化について検討をおこなった。コ
ントロールとして健全ラットを用いた。 
 
(4) 可逆性歯髄炎ラット直接覆髄モデルの創傷治癒過程における PCNA 局在解析 
ラット可逆性歯髄炎モデルに直接覆髄を実施し、PCNA の経時的な局在変化について蛍光免疫

染色にて検討をおこなった。コントロールとして健全ラットを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) う蝕由来ラット歯髄炎モデルの作製および解析 

ラットに誘発したう蝕を Shallow(う蝕の進行は
象牙質の 1/3 まで)、Moderate（象牙質の 1/3～2/3
まで）、Severe（象牙質の 2/3 よりも深い）の 3 段
階に分類し（図 1A）、HE 染色（B）、BB 染色（C）、
TLR 免疫染色（D）、PCNA 免疫染色（E）した結果を
示す。 
う蝕の進行に伴い、歯髄組織において炎症性細胞

の浸潤が観察されるとともに、TLR や PCNA の発現
が増強していることが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 う蝕の進行による歯髄の状態の評価 



続いて、Moderate、Severe および Exposure
（マイクロ CT にて露髄が認められる深さのう
蝕）について、CD68/CD206 蛍光免疫染色にて評
価した結果を図 2に示す。 
 Shallow 群では主に M2 マクロファージの発
現が認められたのに対し（図 2C(a)）、Severe 群
ではM1と M2マクロファージの双方が発現して
おり（図 2C(b)）、Exposure 群では M1マクロフ
ァージが多く発現しているのが観察された（図
2C(c)）。 
図 2 う蝕の進行による M1/M2 マクロファージ
の局在 
 

(2) 可逆性・不可逆性歯髄炎ラットモデルの確立 

Moderate もしくは Severe レベルの

う蝕を誘発したラットを対象に直接

覆髄実験をおこなった結果を示す（図

3）。 

 Moderate 群では直接覆髄 4 週後に

おいて露髄部における硬組織形成が

認められた（図 3A(f)）のにたいし、

Severe 群では硬組織形成は散在性に

認められたものの、歯髄に明らかな炎

症が残存していた（図 3A(i)）。一方で

Moderate 群で形成された硬組織の体

積は健全群に比べると有意に少なか

った（図 3C）。 

図 3 う蝕ラット直接覆髄実験後の硬

組織形成評価 

 
(3) 可逆性歯髄炎ラット直接覆髄モデルの創傷治癒過程における M1/M2 マクロファージ局在解析 

 
Moderate レベルのう蝕を誘発し

たラットに直接覆髄後、形成される
硬組織とマクロファージの経時的
変化を示す（図 4）。 

 Moderate群では覆髄後1-3日の間

に多くの M2 マクロファージが観察

され、健全群では観察期間を通じて

M2 マクロファージの数に有意な変

化は認められなかった（図 4B,C）。

また、健全群と比較して Moderate 群

では、覆髄後 1-3 日において有意に

多くの M2 マクロファージが観察さ

れた（図 4D）。 

図 4 う蝕ラット直接覆髄後の硬組

織形成とマクロファージ局在の経

時的変化 



(4) 可逆性歯髄炎ラット直接覆髄モデルの創傷治癒過程における PCNA 局在解析 

 

 Moderate レベルのう蝕を発症した

ラットに直接覆髄後、PCNA の時空間

的発現変化を示す（図 5）。 

 Moderate 群、健全歯ともに覆髄後 3

日において有意に多くの PCNA 発現を

認めた（図 5B）が、Moderate 群と健

全群を比較すると、覆髄後 1，3 日に

おいて、Moderate 群の方が有意に発

現していた PCNA の数は多かった。 

 

 

図 5 う蝕ラット直接覆髄後のPCNA局

在の経時的変化 

 

以上の結果から、ラットにう蝕を誘発し、象牙質厚さの 1/3 を超える程度の進行を認めると、

歯髄組織において免疫反応が観察されることが明らかとなり、象牙質 1/3-2/3 程度の進行であ

れば、M2マクロファージを中心とした発現が認められ、象牙質 2/3 を超える進行であれば M1 マ

クロファージが優勢となることが明らかとなった。また、中程度のう蝕に対して直接覆髄を実施

すると、健全歯と類似した治癒機転を示すのに対し、深在性う蝕に対して直接覆髄をおこなって

も歯髄の炎症は消退せず、硬組織形成も不十分であった。このことから、炎症作用に関連すると

報告のある M1 マクロファージの発現は不可逆性歯髄炎が存在することを示唆するとともに、M2

マクロファージの発現は歯髄がまだ可逆性の炎症状態あることが示唆された。また、健全ラット

に直接覆髄する場合とう蝕ラットに直接覆髄する場合で M2 マクロファージの発現が異なること

や、PCNA の時空間的な発現が異なることから、覆髄後の創傷治癒についてより臨床的に評価す

るためには健全ラットよりもう蝕ラットを用いる方が望ましいと考えられる。 

 本研究から、われわれはラットを用いた動物実験モデルにおいて可逆性・不可逆性歯髄炎を再

現性高く誘発できることを明らかとし、歯髄炎におけるマクロファージの役割についても明ら

かとした。これらの知見を応用して、今後歯髄保存療法が更なる発展へとつながると考えられる。 
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