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研究成果の概要：歯の神経（歯髄）や根の先の周りの骨（根尖部歯周組織）に異常が生じる疾

患において、これらの傷害が治癒するメカニズムを詳細に調べることで、従来とは異なる新し

い治療法の確立に向けた包括的な研究を試みた。その結果、歯髄•象牙質•骨組織の再生への足

がかりとなるデータを多く得ることができた。今後更に研究を発展させることで、臨床応用の

可能な治療法の開発へと繋がるものと期待される。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 13,800,000 4,140,000 17,940,000 

２００７年度 12,900,000 3,870,000 16,770,000 

２００８年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 

年度  

  年度  

総 計 34,700,000 10,410,000 45,110,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学•保存治療系歯学 
キーワード：歯髄、根尖部歯周組織、創傷治癒、再生療法 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 我が国においては、平成元年に 8020 運
動が提唱されて以来、国民の間で歯を健康に
保つことの意義が広く知られるようになり
つつある。更に、再生医療をテーマとする報
道が各メディアにより頻繁に行なわれるよ
うになったことで、歯科医療に対する国民の
関心は、「虫歯は削って詰める」あるいは「年
を取ったら入れ歯」から「年を取ってもでき
るだけ長く自分の歯で咬む」へと変化しつつ
ある。 
 
(2) 本研究では、歯髄組織の一部が喪失した
場合、または根尖部周囲の骨組織破壊へと進

行した根尖性歯周炎の治癒に関して、最新の
生命科学に基づく遺伝子レベル、タンパク質
レベルでの詳細な検索を行なうことにより、
創傷治癒メカニズムを解明することを第１
の目的とする。更に、これらの研究により集
積されたデータに立脚した最新の歯髄・根尖
部歯周組織再生理論の確立および治療技術
の開発、発展を図ることにより、より予知性
の高い再生療法を構築し、国民の QOL 向上
に対する歯科医学的貢献を目指すことを第
２の目的とする。 
 
２．研究の目的 
(1) 象牙芽細胞様細胞株への細菌性リポ多
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糖の影響と線維芽細胞増殖因子-2 徐放によ
る歯髄再生誘導の検討 
 
(2) Notch の核内における DNA への結合を修
飾する RBP-Jkappa/CBF-1 および Notch シグ
ナルの主要な転写調節因子 Hey1 を制御する
ことによる骨芽細胞分化への影響の検討 
 
(3) ラット根管治療モデルを用いた根尖周
囲組織の遺伝子動態のマイクロアレイ技術
による網羅的解析と細胞生物学的検証 
 
(4) マウス象牙芽細胞およびラット歯髄細胞の
石灰化結節形成における炭酸ガスレーザーの
効果の解明 
 
(5) 炎症が培養歯髄細胞の内在性FGF-2発現
に与える影響および歯髄細胞の結節形成段
階でのアポトーシス発現についての検討 
 
(6) Nd:YAG レーザーおよび抗菌ペプチド
LL37 の歯髄炎治療への有用性の検討 
 
３．研究の方法 
(1) 象牙芽細胞様細胞株（KN-3）を用いて細
菌性リポ多糖（LPS）をオゾン水で処理した
場合の KN-3 細胞が示す石灰化能および炎症
応答への影響を検討した。また、ラット臼歯
を断髄し線維芽細胞増殖因子-2（FGF-2）を
徐放するゼラチン粒子を移植することによ
る歯髄再生誘導への影響を検討した。 
 
(2) 骨髄間質細胞由来で未分化間葉系細胞
の Kusa-A1 および Kusa-O を用いた。Kusa-A1
は骨芽細胞への強い分化能を有し、Kusa-O は
骨芽細胞への分化能は有するものの Kusa-A1
と比較して硬組織形成能が弱い。この両細胞
を用いて、RBP-Jkappa/CBF-1 および Hey1 の
stable transformat（恒常的に発現する細胞）
を作製し、in vitro および in vivo 両面から
細胞の特性を検討した。 
 
(3) ①ラット根管治療モデルの構築 
雄性 SD ラット（7-9 週齢）の下顎臼歯を露髄
した後、3 週間放置して根尖部に炎症病巣を
形成した。根管治療 4週間後の炎症の程度を
病理組織および X線写真によって評価し、健
常群、炎症群および治癒群に分類した。 
 
②根尖病巣内の遺伝子発現の網羅的解析 

（遺伝子マイクロアレイ解析） 

ラット根尖病巣内の遺伝子発現の変化を各
群の根尖組織から全 RNA を抽出後、遺伝子マ
イクロアレイ法で解析した（Rat genome 230 
2.0 array, Affymetrix: 約 30,000遺伝子）。 

③インターロイキン（IL-1a, b）発現の評価 

根尖病巣内に発現する IL-1a および IL-1b の
発現を免疫病理組織学的に検討した。 
④ IL-1a,-b の マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 細 胞
MC3T3-E1 に対する影響 
IL-1aおよびIL-1bで刺激されたMC3T3-E1の
細 胞 増 殖 活 性 の 変 化 を
MTT[3-(4,5-dimethyl-thiazole-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrozolium bromide]法によって
調べた。更に、IL-1a 刺激後の MC3T3-E1 のラ
ミニンコート培養皿に対する細胞接着性を
位相差顕微鏡による細胞像を観察すること
で評価した。 
 
(4)①培養細胞とレーザー照射条件 
マウス象牙芽細胞様細胞株(MDPC-23)および
ラット初代培養歯髄細胞を、10%FBS含有 DMEM
を用いて 37℃・5%CO2条件下で培養した。培
地を除いて細胞に２、３、５Wの出力で、照
射距離 2cm、30 秒間炭酸ガスレーザー照射を
行った。 
②細胞増殖能およびアルカリフォスファタ
ーゼ活性測定 
MDPC-23 の増殖は Cell Counting Kit-8 を用
いて測定した。アルカリフォスファターゼ
(ALP)活性は ALP-Lab アッセイキット(WAKO)
を用いた。なお ALP 活性(International 
Unit:IU)は、Bio-Rad Protein Assay(Bio-Rad, 
USA)で測定した各ウェルの総タンパク質
(mg)当たりの活性(IU/mg)として算出した。 
③遺伝子発現 
レーザー照射後の細胞および未照射の細胞
（コントロール）において、象牙芽細胞の分
化マーカーである dentin sialophospho- 
protein (DSPP)と I 型コラーゲン、さらにヒ
ートショックタンパク質である HSP47 と
HSP70の遺伝子発現をRT-PCR法にて検討した。 
④石灰化能の検討 
細胞をアスコルビン酸と-グリセロリン酸
を含む石灰化誘導培地にて４および８日間
培養した後、70％エタノールにて１時間固定
し、アリザリンレッド法により石灰化結節の
染色を行った。 
⑤細胞外コラーゲンの定量 
細胞培養液を回収し、100 ml を 96 穴プレー
トに移し、37℃で 24 時間インキュベートす
ることでコラーゲンを底部に固着させた。蒸
留水で十分水洗した後、0.2%シリウスレッド
溶液を加え室温で 30 分間染色した。 
⑥ウェスタンブロット 
レーザー照射前後の HSP47のタンパク発現を
ウェスタンブロットにより検討した。 
 
(5) 抜歯した歯より歯髄組織を採取し、4～8
代継代後の培養歯髄細胞を実験に用いた。 
FGF-2 mRNA 発 現 を 検 索 す る RT-PCR 、
real-time PCR における実験では、培養歯髄
細胞を 6well プレートに細胞密度 3×104 個



 

 

/well にて播種、各実験群の培地には
recombinant  human IL-6（IL-6）を 0、0.1、
1、10ng/ml の濃度で添加し、3日おきに培地 

交換を行いながら 3週間培養した。 

 一方、FGF-2 の免疫組織化学的検索では、
培養歯髄細胞を 4ウェルチェンバースライド
上に細胞密度 1×104個/well で播種し、IL-6
非添加あるいは 10 ng/ml 濃度添加培地で 3
週間培養した。培養終了後は組織を固定後、
酵素抗体法による免疫組織化学的染色を行
った。 
 結節形成段階でのアポトーシス発現につ
いても、同様に歯周炎患者の歯周治療の為に
抜髄した歯髄組織から outgrowthした線維芽
細胞様細胞を検索対象とした。培地として
D-MEM 培地を用い、５～９代まで継代した細
胞を 8週まで培養した。対照群は D-MEM のみ
で培養し、実験群はアポトーシスに至る経路
の最終段階で活性化するCaspase 3 阻害剤を
添加した同培地で培養した。培養開始時より
位相差顕微鏡による結節の形成過程を記録
した。4週の段階で Caspase 3 活性を FITC で
染色し、レーザー顕微鏡で観察した。結節数
の変化については平均値の差の検定を用い
て統計処理した。 
 
(6) ①ヒト歯髄細胞：インフォームドコンセ
ントが得られた患者から矯正学的理由で便
宜的に抜歯された健全な小臼歯の歯髄から
歯髄細胞を獲得。10％FBS を含む DMEM を用い
て継代培養し、6代継代細胞を使用 
②Nd:YAG レーザー照射： Neocure Hyper
（SOKKIA）を 100 mJ、20 pps（pulse per 
second）、2 W の条件で 60 秒間および 150 秒
間照射 
③サイトカイン発現：10 g/ ml のペプチド
グリカン（PGN）を添加し、Nd:YAG レーザ
ーを照射。その後、4 時間培養を続け、IL-6 
mRNA 発現を Real-time PCR 法によって解析、
IL-6 産生量を ELISA によって測定 
④マイグレーション：LL37 (10 g/ml)、あ
るいは epidermal growth factor (EGF) 
receptor (EGFR)のアゴニストである
heparin-biding (HB)-EGF(10 ng/ml) を 24
時間歯髄細胞に作用させた後、Wound healing 
assay によって評価 
⑤細胞内シグナル因子阻害剤：EGFR チロシン
キナーゼの阻害剤である AG1478 (30 nM)、
EGF(HB-EGF)の EFFR への結合を阻害する抗
EGFR 抗体 (10 g/ml)、 または ERK の阻害剤
である PD98059(50 M)、p38 の阻害剤である
SB203580(10 M)、JNK の阻害剤である
SP600125(10 M)を使用 
⑥リン酸化 p38、JNK および EGFR の検出：
Western blot 法によって検出 
 
４．研究成果 

(1) 細菌由来 LPS 刺激に対し KN-3 の石灰化
能は抑制される一方で炎症応答を示すこと
とオゾン水により LPS を前処理することで
KN-3 に対する LPS 刺激の影響が抑制された。
一方、断髄部における FGF-2 徐放濃度の違い
による歯髄再生への影響を検討したところ、
適切な濃度の FGF-2徐放により象牙質欠損部
に侵入した歯髄組織の最表層に dentin 
bridge 様再生象牙質が誘導された。 
 
(2) Kusa-A1/CBF1 においては、Notch シグナ
ルは抑制される傾向にあった。硬組織形成は
Kusa-A1/CBF1 においては促進していた。Kusa
－A1/Hey1 においては、Notch シグナルを促
進する方向に働き、オステオカルシンなどの
骨芽細胞マーカー発現は抑制された。以上の
結果は、骨芽細胞分化に置いて Notch シグナ
ルが深く関与していることを示している。
Notch シグナルと骨芽細胞分化において、詳
細に検討を行っている研究は国内外におい
て多くは見当たらない。今後、臨床において
Notch シグナルの制御を行う手法について検
討し、Notch シグナルを介した骨形成誘導に
研究を展開させる予定である。 
 
(3) ①ラット根管治療モデルの構築 
ラット（雄性 SD ラット）の下顎第一臼歯に
根管治療を実施し，根尖周囲組織の炎症状態
の変遷を組織学的に検討した。 
②根尖病巣の遺伝子発現の推移（遺伝子マイ
クロアレイ解析） 
炎症群では健常群に比較して 203 遺伝子が 5
倍以上増加し864遺伝子が5倍以上増加し50
遺伝子が 1/5 以下に減少した。特に、Laminin 
g2 遺伝子の発現量は健常群と比較して炎症
群、治癒群において著明に増加すること、お
よび IL-1aの発現が治癒期に増加することが
判明した（表１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③根尖病巣内の IL-1a, b 発現の免疫組織学
的検討 



 

 

遺伝子マイクロアレイの結果に相応して
IL-1b 蛋白の発現は炎症期から亢進し、また
IL-1a 蛋白の発現は遅れて治癒期に亢進した。 
④IL-1a,-b の マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 細 胞
MC3T3-E1 の増殖活性に及ぼす影響 
IL-1a および IL-1b で刺激し 24 時間後の
MC3T3-E1 細胞の増殖活性は有意に上昇する
こ と が 分 か っ た （ P<0.05, Student’s 
t-test）。 
⑤IL-1aによるMC3T3-E1の接着性亢進に及ぼ
すラミニンの影響 
MC3T3-E1 の接着性は，IL-1a（1 ng/ml）によ
って亢進することが分かった。また、ラミニ
ンコートされた培養皿では、その接着性がさ
らに亢進した。 
 
(4) ２W の炭酸ガスレーザー照射を受けた細
胞ではコントロールに比べてほとんど細胞
増殖能に影響は認められなかった。一方、３
Wおよび5Wの照射を受けた細胞ではダメージ
が大きく有意な細胞生存率および増殖能の
低下が見られた。レーザー照射(2W, 30 秒)
後、4 日目と 8 日目の石灰化結節をアリザリ
ンレッド染色法にて観察したところ、4 日目
では大きな違いは認められなかったが、8 日
目ではコントロール細胞に比べてレーザー
照射細胞において明らかな石灰化結節の数
および面積に増加が認められた。また、沈着
したカルシウム量を測定したところ、8 日目
でコントロールに比して 30％以上も多量の
カルシウム量が検出された。 
 ALP 活性のピークはともに 4 日目であった
が、レーザー照射後 2日目と 4日目の細胞で
はコントロール細胞に比べて有意に高い ALP
活性が認められた。RT-PCR の結果により、象
牙芽細胞の分化マーカーとして知られる
DSPPの遺伝子発現はレーザー照射後4日目に
認められた。一方、I 型コラーゲンは 4 日目
まで発現の増大が認められたが、レーザー照
射を受けた細胞とコントロールの間に大き
な発現の差異は認められなかった。培地中に
分泌されるコラーゲン量をシリウスレッド
染色法にて定量したところ、レーザー照射に
より 2日目および 4日目では、コントロール
細胞に比べて有意に培地中へのコラーゲン
産生量が増加したが、６日目以降では差異は
見られなかった（図３）。RT-PCR の結果、レ
ーザー照射 24 時間後では、コントロールに
比べて HSP47遺伝子の発現増加が認められた
が、HSP70 の発現に違いは見られなかった。
また、HSP47 特異的抗体を用いたウェスタン
ブロット法によりレーザー照射 24 時間後の
タンパク質発現を調べたところ、いずれの細
胞にも 47 kDa に単一のバンドが検出された。
定量分析の結果、コントロール細胞に比べて
約40％以上の有意なHSP47タンパク質量の増
加が見られた。以上の知見より、炭酸ガスレ

ーザーの低出力照射によりコラーゲン特異
的な分子シャペロンである HSP47の発現が増
加し、その結果として石灰化の足場となる I
型コラーゲンが効率よく産生され、石灰化を
促進することが示唆された。炭酸ガスレーザ
ー照射による石灰化誘導メカニズムの一部
が解明された意義は大きいと思われる。 
 
(5) ①培養歯髄細胞による FGF-2 mRNA 発現 
培養歯髄細胞の FGF-2 mRNA 発現の有無と
IL-6 が mRNA 発現量に与える影響について
RT-PCR 法で検討した。FGF-2 mRNA は培養 3
週後のいずれの実験群においても発現が認
められた。FGF-2 mRNA の発現はコントロール
群に比較して IL-6 添加群、特に IL-6 の 1 お
よび 10ng/ml添加群でシグナルが弱い傾向に
あった。 
②Real time PCR 法を用いた FGF-2 mRNA 発現
に対する IL-6 の作用の解析 
RT-PCR 法にて培養歯髄細胞が FGF-2 mRNA を
発現し、さらにその mRNA 発現に IL-6 が影響
を 与 え た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た た め 、
FGF-2mRNA 発現量の定量化を検討した。歯髄
細胞を IL-6（0～10ng/ml）添加培地で 3週間
培養した歯髄細胞の FGF-2 mRNA 発現を real 
time PCR 法により分析した。その後、得られ
た定量値について分散分析一元配置法によ
り統計学的解析を行った。その結果、FGF-2
の mRNA 発現量は IL-6 添加により濃度依存的
に減少し、IL-6 の 1 および 10ng/ml 添加群
は FGF-2mRNA 発現量を有意に抑制した。 
③培養歯髄細胞における FGF-2の免疫組織化
学的局在 
培養 3週後の歯髄細胞の FGF-2 タンパク発現
は、コントロール群、IL-6 添加（10ng/ml）
群ともに細胞質および細胞間基質に FGF-2陽
性所見が認められた。しかし、コントロール
群では歯髄細胞の集中している部位を中心
に全体的に強い陽性所見を呈していたが、コ
ントロール群と比較して IL-6 添加群では、
歯髄細胞が集蔟している部位においても陽
性所見が弱い、もしくは陰性と思われる所見
が認められた。 
④歯髄細胞の結節形成段階でのアポトーシ
ース発現 
対照群、実験群ともに経時的に結節を形成し、
有意に結節数は増加した。培養開始後３週以
降の時点で、実験群の結節形成数はコントロ
ール群よりも有意に少なかった。Caspase 3
活性は両群とも、培養開始 4週の結節形成部
で検出された。FGF は線維芽細胞をはじめと
するさまざまな細胞に対して増殖活性や分
化誘導など多彩な生理作用を示す多機能性
細胞間シグナル因子である。代表的な炎症性
サイトカインである IL-6 と培養歯髄細胞の
FGF-2 発現の間に炎症の有無が影響を与える
可能性が示唆された。またこれまで培養歯髄



 

 

細胞のアポトーシスは、石灰化に伴って生じ
ると考えていたが、すでに結節形成の過程に
おいてアポトーシスが発現していることが
示唆された。 
 
(6) Nd:YAG レーザー照射の影響 
①Nd:YAG レーザー照射は、100 mJ、20 pps、
2 W、60 秒間および 150 秒間の条件では、生
細胞数に影響を及ぼさなかった。 
②Nd:YAGレーザー照射のみでは、IL-6のmRNA
発現に影響は及ぼさなかった。 
③PGN 刺激によって誘導される IL-6 の mRNA
発現とタンパク質分子産生促進は、Nd:YAG レ
ーザー照射によって、照射時間依存的に有意
に抑制された。 
④p38 の阻害剤である SB203580 は、PGN 刺激
で誘導される IL-6 の mRNA 発現を抑制した。 
⑤PGN 刺激によって p38 のリン酸化が促進し
た。この p38 のリン酸化の促進は Nd:YAG レ
ーザー照射によって照射時間依存的に抑制
された。  
 以上、ヒト歯髄細胞において、PGN 刺激に
よって誘導される IL-6 産生促進には、p38 の
リン酸化が関与していること、Nd:YAG レーザ
ー照射は p38のリン酸化を阻害することで炎
症性サイトカイン IL-6 の発現を抑制するこ
とが明らかになった。 
LL37 の影響 
①LL37 および HB-EGF はヒト歯髄細胞のマイ
グレーションを促進した。 
②AG1478 および抗 EGFR 抗体、また、JNK 阻
害剤である SP600125 は LL37 および HB-EGF
によるヒト歯髄細胞のマイグレーションの
促進を抑制した。ERKの阻害剤である PD98059、
p38の阻害剤であるSB203580はマイグレーシ
ョンに影響を及ぼさなかった。 
③LL37およびHB-EGFは EGFRのリン酸化を促
進した。さらに、LL37 および HB-EGF はリン
酸化 JNK 発現を促進した。 
 以上、LL37 は EGFR の活性化および JNK の
活性化を介してヒト歯髄細胞の migrationを
促進することが明らかとなった。 
LL37 が種々のう蝕原因細菌に対して抗菌活
性を示すこと、および LL37 が歯髄細胞にお
いて炎症性サイトカイン (IL-6, IL-8)の発
現を抑制することが報告されている。このよ
うに、LL37 は抗菌活性、炎症性サイトカイン
発現の抑制および歯髄細胞機能の活性化作
用を有することから、歯髄・象牙質複合体の
再生を担える因子であることが示唆された。 
 Nd:YAG レーザー照射および LL37 の歯髄炎
治療における有用性が示唆された。本研究の
成果は、細菌感染と炎症をコントロールし、
宿主細胞の機能を制御するという新しい歯
内治療、すなわち、生物学的概念に基づい
た歯内治療法の開発に大きく寄与すると考
えられる。 
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