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研究成果の概要（和文）：う蝕で失われた歯（象牙質）を再生することは現代歯科医療において最大の目標の１つであ
る。低出力超音波(LIPUS)を発生する装置を用いてマウス歯髄細胞およびヒト歯髄細胞を刺激したところ、骨形成誘導
能を有することで知られるBone morphogenetic protein-2の発現が誘導された。さらに、LIPUS刺激は硬組織形成分化
マーカーであるオステオポンチンの発現も誘導した。その発現誘導は、LIPUS照射によって細胞外に放出されたATPが同
細胞のプリン受容体を介する機構であることが明らかとなった。これらの知見から、LIPUS照射は象牙質の再生誘導に
有効な治療手段となりうるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is one of the big aims of dentistry to regenerate a tooth substance (dentin), 
which is lost by dental caries. We demonstrated that LIPUS exposure to dental pulp cells induces the 
expression of BMP-2, which is known to be a powerful osteogenic growth factor. Moreover, the expression 
of osteopontin, an osteogenic differentiation marker, was enhanced by LIPUS, where extracellular ATP 
released from cell acts on purinergic receptors on dental pulp cells. These findings suggest that LIPUS 
exposure can be an effective and non-invasive endodontic therapy for dentin regeneration.

研究分野： 医歯薬　歯学　保存治療系歯学

キーワード： 歯内療法　低出力超音波パルス　歯髄細胞　オステオポンチン
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１．研究開始当初の背景 

 露出歯髄に対して修復象牙質の形成を促

す（歯髄直接覆髄）方法は、水酸化カルシウ

ムが臨床で広く用いられている。本薬剤は高

アルカリによる象牙芽細胞壊死の誘導と、そ

の壊死層直下への未分化歯髄細胞の遊走に

より修復象牙質の形成を促すとされている

が、安定した治療法とは言えない。一方、

Mineral Trioxide Aggregate は水酸化カルシ

ウムと比較して炎症を起こしにくい新しい

覆髄剤として着目されているが、その薬理作

用の機序は未だ明らかではない。象牙芽細胞

の 分 化 機 序 の 解 析 が 進 む 中 、 Bone 

Morphogenetic Protein (BMP)-2 がその分化

を強く促進することが明らかにされており、

その臨床応用に期待が高まっている。しかし、

動物実験における生体内での半減期の短さ

や生理的濃度をはるかに越えた蛋白量の必

要性などが指摘されており、未だ象牙質形成

誘導法に関する学術基盤は整っていない。低

出力超音波パルス（Low intensity pulsed 

ultrasound; 以下 LIPUS）療法は、1980 年代

に骨折治癒促進効果が証明されて以来、国内

においては 1995 年に難治性骨折超音波骨折

治療法の保険適応が新設され、現在整形外科

領域における理学療法として広く用いられ

ている。また、近年 LIPUS 照射は培養歯根膜

細胞の分化を促進することも報告されてい

る。しかしながら、歯髄組織領域における

LIPUS の治癒促進作用に研究報告は皆無であ

る。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、LIPUS による歯髄細胞の

分化誘導の分子制御メカニズムを解明し、

LIPUS による象牙質形成制御理論を確立する

とともに、非侵襲性象牙質形成誘導法を展開

するための基盤を構築することである。 

(1) ヒト抜去歯を用いて、LIPUS 音波の歯質

透過特性及び歯髄に対する伝播特性を

解析する。 

(2) 培養ヒト歯髄細胞を用いた in vitro の

実験系を用いて、LIPUS が細胞分化に与

える影響およびその分子制御メカニズ

ムを明らかにする。 

(3) マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子

発現解析を行い、LIPUS で変動するシグ

ナル経路の同定し、歯髄細胞の分化誘導

との関連を検討する。 

 

３．研究の方法 

 本研究はLIPUS刺激に基づくヒト歯髄細胞

の分化制御におけるシグナル伝達経路を in 

vitro の実験系を用いて明らかにする。 

(1) 細胞：インフォームドコンセントを得た

患者の抜去歯からヒト歯髄細胞を分離

する。 

(2) LIPUS 刺激：LIPUS（SAFHS®4000J）照射

条件は、周波数 1.5MHz、繰り返し周波

数 1.0kHz、超音波強度 30mW/cm2、パル

ス幅 200m 秒とする。 

(3) LIPUS 刺激によるヒト歯髄細胞の象牙

芽細胞分化誘導能の検討：象牙芽細胞特

異的抗原(象牙質シアロリン蛋白)を含

む osteogenic 分化抗原の発現を経時的

にリアルタイム PCR 法およびウェスタ

ンブロット法で解析する。 

(4) LIPUS による分化誘導の分子制御メカ

ニズム 

インテグリンシグナル経路： 

① LIPUS 刺激による Focal Adhesion 

Kinase および Integrin Linked Kinase のリ

ン酸化の状態をそれぞれの抗体を用いてウ

ェスタンブロット法で解析を行い、インテグ

リン経路の活性化について解析する 

② Integrin Linked Kinase 活性阻害剤お

よび Focal Adhesion Kinase 活性阻害剤を用

いて、LIPUS 刺激による細胞分化誘導能を前

項の実験と同様にリアルタイム PCR 法で解

析する。 



Adenosine triphosphate (ATP)シグナル経

路: 

① LIPUS 照射後の培養上清中の細胞外

ATP の濃度を、市販検出キットを用いて測

定する。 

② プリン受容体阻害剤および各受容

体特異的アンタゴニストを用いて、LIPUS

刺激により誘導された分化マーカーの発

現を指標としてリアルタイム PCR 法で解

析する。これにより本分化に関与する受容

体を同定する。 

③ 同定した受容体に対するsiRNA法を

用いて LIPUS の分化誘導能に対する阻害

効果をリアルタイム PCR 法で検証する。 

④ 同定した受容体に対する特異的ア

ゴニストで細胞を刺激することによって

LIPUS の分化誘導能が模倣されることを

リアルタイム PCR 法で検証する。 

 

４．研究成果 

(1) LIPUS 照射による細胞増殖能に与える影

響を解析したところ、マウスおよびヒト

歯髄細胞を LIPUS 照射後、培養 24 時間

後および 72 時間後において LIPUS 照射

群とコントロール群には有意差を認め

なかった。また、細胞遊走能においても

両群に明らかな有意差は認めなかった。 

(2) LIPUS 照射により、マウスおよびヒト歯

髄細胞において 72 時間後にオステオポ

ンチンとBMP-2の遺伝子発現量がコント

ロール群と比較して有意に増加した。 

(3) LIPUS 照射により培養上清中の ATP 量は

LIPUS 照射後 30 分後まで有意差は認め

なかったが、50 分後の ATP 量は約 8 倍、

60 分後では約 15 倍に増強された。 

(4) ヒト歯髄細胞を 1 μM ATP および ATPs

で 72 時間刺激することによりオステオ

ポンチンおよびBMP-2の遺伝子発現量が

コントロール群と比較して有意に増加

した。しかし、ADP, AMP,あるいはアデ

ノシンを添加しても有意な変化は見ら

れなかった。 

(5) これらの誘導反応はATP受容体阻害剤に

より有意に抑制された。 

LIPUS 照射のマウスおよびヒト歯髄細胞に与

える影響について検討した結果、LIPUS 照射

により細胞外の ATP 量が有意に増加し、それ

に引き続きオステオポンチンおよびBMP-2の

遺伝子発現量が有意に増加した。また、マウ

スおよびヒト歯髄細胞をATPで刺激すること

によりオステオポンチンおよびBMP-2の遺伝

子発現量が増加したことから、LIPUS 照射に

よって細胞外に放出された ATPが OPN の発現

誘導に関与している可能性が示唆された。こ

れらの知見は、修復象牙質の形成誘導におい

てLIPUS照射が有効に作用する可能性を示唆

するものと考えられる。 
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