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研究成果の概要：ブタ骨から Crude-BMP（PC-BMP）を抽出、精製し、歯髄に対するその効果を

検索して、３種類の市販覆髄剤の効果と比較検討した。その結果、PC-BMP は市販覆髄剤に比べ

て、①充分な異所性骨誘導活性を有していること、および②歯髄細胞の増殖能と石灰化に大き

く影響を及ぼすことが明らかとなった。したがって、PC-BMP は歯髄保存療法における新しい生

体材料として有用となる可能性が示唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 900,000 0 900,000 

2007年度 900,000 270,000 1,170,000 

2008年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

  年度    

総 計 2,700,000 540,000 3,240,000 

 
 
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：歯内療法学 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 歯科保存治療において、歯髄の保存は大
きな目標である。偶発的な露髄症例において
施行される直接覆髄法も歯髄保存療法の一
つであり、これまで多くの手技、および様々
な材料が試されてきた。使用される覆髄剤に
は、酸化亜鉛ユージノールセメントや水酸化
カルシウムなどがあり、以前より多くの研究
が行われたきたが、安定した効果が得られる
最良の材料は現在も確立されていない。一方、
基礎研究では Bone Morphogenetic Protein 
(BMP)などの生体材料も試験され、注目され
ている。 
 

(2) ブタ Crude-BMP（PC-BMP）は、マウスの
in vivo 実験系において、強力な異所性骨誘
導が認められている。これまでウシ
Crude-BMP およびリコンビナント BMP が、歯
髄の石灰化および象牙質再生の可能性に関
することは報告されてきたが、PC-BMP に関す
る報告はされていない。リコンビナント BMP
が、単一のタンパクであるのに対して、
Crude-BMP は BMP を含む様々なタンパクを含
有しており、歯髄の石灰化、象牙質の再生に
強力に作用する可能性を有している。しかし、
その作用に関しては現在のところ未知数で
あり、今後、再生歯科医療研究の一つとして
意義のあるものと認識している。 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2006~2008 

課題番号：18592103 

研究課題名（和文） Crude-BMP の覆髄剤適用に関する研究 

  

研究課題名（英文） Study of Crude Bone Morphogenetic Protein (BMP) for use as  

                    Pulp-Capping Material 

研究代表者 

中村 洋（NAKAMURA HIROSHI） 

愛知学院大学・歯学部・教授 

 研究者番号：40064878 

 
 



２．研究の目的 
 ブタ骨から Crude-BMP（PC-BMP）を抽出、
精製して、歯髄の石灰化および象牙質の再生
に対するその効果を生化学的ならびに組織
学的に検索する。さらに市販覆髄剤の効果と
比較検討することによって、PC-BMP が歯髄保
存療法における新しい生体材料として有用
であることを証明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) PC-BMPの精製 
 Uristらの方法に準じて、ブタ骨より調製し
た。ブタ骨を粉砕してクロロホルム・メタノ
ールにて軟組織を除去した。除去した骨片を
塩酸で溶解して硬組織を除去した。抽出した
タンパクを濃縮・精製し、凍結乾燥させ実験
に使用した。 
 
(2) PC-BMPの異所性骨誘導活性試験 
 PC-BMPをゼラチンカプセルに入れ、そのカ
プセルを４週齢の雄性ddyマウスの大腿筋膜
部に移植した。4週後に移植部を軟Ｘ線およ
びヘマトキシリン-エオジン染色にて観察を
行い、異所性骨誘導能を検索した。 
 
(3) ラット歯髄細胞（RDP細胞）の調製 
 5週齢の雄性SDラットの下顎切歯から歯髄
組織を摘出し、トリプシン-コラゲナーゼ酵
素処理により歯髄細胞を分離した。分離した
細胞をカルチャーフラスコに移し、10％ウシ
胎児血清および１％ペニシリン-ストレプト
マイシンを含むα-MEMにて、37℃、5% CO2下
で培養した。実験には３継代以内のものをRDP
細胞として使用した。 
 
(4) 市販覆髄剤の溶出液の調製 
 ３種類の市販覆髄剤、スーパーボンドクイ
ック（サンメディカル社）、ダイカル（デン
ツプライ三金社）、ニューアパタイトライナ
ータイプ１（デンツプライ三金社）を使用し
た。市販覆髄剤を5×5×5mmの大きさに硬化さ
せ調製した。硬化させたものをエチレンオキ
サイド滅菌し、その後生理食塩水に浸漬して
24時間抽出させた。抽出液を培養液（継代培
養に用いたもの）に加え、その培養液を用い
て培養を行い、RDP細胞に対する影響を検索し
た。 
 
(5) PC-BMP含有培養液の調製 
 培養液（継代培養に用いたもの）にPC-BMP
を10、100、1000mg/ml（終濃度）となるよう
に加え、調製した。 
 
(6) 細胞増殖能試験 
 前培養を行った細胞を24ウェルカルチャー
プレートに播種し、24時間前培養を行った。

24時間後に培養液を抽出液およびPC-BMPを含
有したものにそれぞれ交換した。培養後、ト
リプシン-EDTAにて、RDP細胞を剥離し、トリ
パンブルーおよび血球計算盤を用いて生細胞
数を計数した。生細胞数を比較することによ
り、PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の増殖
能に及ぼす影響を検索した。 
 
(7) 細胞の形態観察 
 (6)と同様に培養を24時間、72時間および１
週間行った。所定の培養期間が経過した後、
PC-BMPおよび覆髄剤がRDP細胞の形態に与え
る影響を位相差顕微鏡下にて観察した。 
 
(8) アルカリフォスファターゼ（ALPase） 
  活性試験 
 サブコンフルエントまで培養したRDP細胞
を24ウェルカルチャープレートに播種し、継
代培養で用いた培養液にて24時間前培養を行
った。24時間後に培養液を市販覆髄剤抽出液、
またはPC-BMPを含有したものにそれぞれ交換
した。培養後、p-ニトロフェニルリン酸を基
質とする試薬を用いて、RDP細胞のALPase活性
を測定した。 
 
(9) 石灰化結節形成能試験 
 サブコンフルエントまで培養したRDP細胞
を12ウェルカルチャープレートに播種し、継
代培養で用いた培養液にて24時間前培養を行
った。24時間後に培養液を市販覆髄剤の抽出
液、またはPC-BMPを含有したものにそれぞれ
交換した。３週および５週間培養を行い、ア
リザリンレッド染色にて石灰化結節形成能を
試験する。 
 
(10) RT-PCR法を用いた骨誘導マーカー分子 
  mRNA発現の検索 
 サブコンフルエントまで培養したRDP 細胞
を 12 ウェルカルチャープレートに播種し、
継代培養で用いた培養液にて 24 時間前培養
を行った。24 時間後に培養液を市販覆髄剤の
抽出液、または PC-BMP を含有したものにそ
れぞれ交換した。５週間培養後、通法に従っ
て、RDP 細胞の mRNA 抽出を行った。その後
RT-PCR 法により、ALPase、Ⅰ型コラーゲンお
よびオステオカルシンの mRNA 発現を検索し
た。 
 
(7) 新しく市販された歯科用覆髄材料 MTA  
 （Mineral Trioxide Aggregate）の理工学 
  的性質の検討 
 新しく市販された歯科用覆髄材料 MTA（プ
ロルート MTA、デンツプライ三金社）を疑似
体液に４週間浸漬した。その後、その表面性
状を走査型電子顕微鏡（SEM）観察した。 
 
 



４．研究成果 
 
(1) PC-BMP の異所性骨誘導活性について 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ マウスの PC-BMP 移植部の軟エックス 
   線像 
 
 軟エックス線所見では PC-BMP を移植した
部位に直径約 5mm の不透過像が認められた
（図１、矢印）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 移植部組織のﾍﾏﾄｷｼﾘﾝｰｴｵｼﾞﾝ染色像 
    （左：20 倍、右：400 倍） 
 
 また、組織学的所見では新生骨と思われる
組織が観察された（図２）。 
 以上のことから、今回ブタ骨より精製した
PC-BMP は充分な異所性骨誘導活性を有して
いることが示唆された。 
 
 
(2) PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の 
  増殖能に及ぼす影響について 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ PC-BMPがRDP細胞の増殖能に及ぼす 
   影響 
 
 PC-BMPは、10µg/mlおよび100µg/mlの低濃
度で、RDP細胞の増殖を有意に抑制した

（p<0.01）。また、1000µg/mlの高濃度では、
無添加のコントロールと比べて、有意差は認
められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 市販覆髄剤がRDP細胞の増殖能に及ぼ 
   す影響 
 
 一方、３種類の市販直接覆髄剤においては、
スーパーボンドクイックおよびダイカルは、
RDP 細胞の増殖を有意に抑制した（p<0.01）。
また、ニューアパタイトシーラータイプ１は、
無添加のコントロールと比べて、有意差は認
められなかった。 
 
 
(3) PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の 
  形態に及ぼす影響について 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図５ RDP 細胞の位相差顕微鏡像 
（左：PC-BMP100µg/ml、右：コントロール） 
 
 PC-BMP 添加により、RDP 細胞の細胞質の拡
大が認められた。その傾向は培養 72 時間後
に顕著に認められた（図５）。一方、３種類
の市販直接覆髄剤をそれぞれRDP 細胞に作用
させた場合、その細胞形態は、無添加のコン
トロールと比べて、明らかな相違は認められ
なかった（データ未表示）。 
 (2)(3)の結果から、PC-BMPは、３種類の市
販覆髄剤と比較して、RDP細胞の細胞増殖能な
らび細胞形態に対してより大きく影響を及ぼ
すことが明らかとなった。  
 
 
(4) PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の 
  ALPase活性に及ぼす影響について 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ PC-BMPがRDP細胞のALPase活性に及ぼ 
   す影響 
 
 PC-BMPは、RDP細胞のALPase活性を濃度依存
的に促進した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 市販覆髄剤がRDP細胞のALPase活性に 
   及ぼす影響 
 
 一方、３種の市販覆髄剤では、ダイカルは
RDP細胞のALPase活性をわずかに促進したが、
スーパーボンドクイックとニューアパタイト
ライナータイプ１は影響を及ぼさなかった
（図７）。 
 
 
(5) PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の 
  石灰化結節形成能に及ぼす影響について 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８ RDP 細胞が形成した石灰化結節の位相 
   差顕微鏡観察像（培養３週） 
（a:コントロール,b:PC-BMP10µg/ml, 
 c:PC-BMP100µg/ml,d:PC-BMP1,000µg/ml, 
 e:スーパーボンドクイック,f:ダイカル, 
 g:ニューアパタイトライナータイプ１） 
 
 PC-BMPは、培養３週ではRDP細胞の石灰化結
節形成を促進したが、５週では逆に抑制した。 
 一方、３種の市販覆髄剤は、すべてRDP細胞
の石灰化結節形成に影響を及ぼさなかった
（図８）。 
 
 
(6) PC-BMPおよび市販覆髄剤がRDP細胞の 
  骨誘導マーカー分子mRNA発現に及ぼす 
  影響について 
 
      1    2    3    4    5    6    7 
 a 
 
 b 
 
 c 
 
 d 
 
図９ PC-BMPおよび市販覆髄剤によるRDP 
   細胞の骨誘導マーカー分子mRNA発現 
   （RT-PCR法） 
（a:ALPase,b:I型コラーゲン,c:オステオ 
 カルシン,d:GAPDH,レーン1:コントロール, 
 2:スーパーボンドクイック,3:ダイカル, 
 4:ニューアパタイトライナータイプ１, 
 5:PC-BMP10µg/ml,6:PC-BMP100µg/ml, 
 7:PC-BMP1,000µg/ml） 
 
 PC-BMPは、培養５週でRDP細胞のALPaseとオ
ステオカルシンのmRNA発現がみられたが、Ⅰ
型コラーゲンでは変化はみられなかった。 
 一方、３種の市販覆髄剤はすべて、RDP細胞
の骨誘導マーカー分子mRNA発現に影響を及ぼ
さなかった（図９）。 
 
 
(7) 新しく市販された歯科用覆髄材料 MTA  
 （Mineral Trioxide Aggregate）の理工学 
  的性質 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 10 疑似体液に浸漬した MTA の表面の SEM 
   観察像 
（左：疑似体液（４週間浸漬）、右：コント 
 ロール（蒸留水）） 
 
 疑似体液に浸漬した MTA の表面には Ca/P
比が 1.45 の低結晶性カルシウム欠損 B タイ
プ炭酸含有アパタイトが析出していること
が明らかとなった（図 10）。 
 このアパタイトは骨や歯を構成するアパ
タイトと類似した組成であり、生体内でデン
チンブリッジやセメント質などの硬組織形
成に大きく関与していることが示唆された。 
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