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研究成果の概要（和文）：本研究では，歯髄・根尖歯周組織の局所的・連続的再生療法を確立す

るため，基礎研究として FGF2 徐放性ゼラチン粒子やヒアルロン酸スポンジによる新生象牙質形

成誘導，象牙芽細胞様細胞の熱耐性・炎症応答・BMP2-Smad シグナル伝達経路，および BMP2 誘

導性骨芽細胞分化への半導体レーザーの影響を解析するとともに，臨床における歯髄・根尖病

変組織の採取方法樹立の基盤となる顕微鏡下治療技術を確立した． 
 
研究成果の概要（英文）：To	 establish	 pulp-periapical	 regeneration	 therapy,	 we	 indicated	 
that	 the	 induction	 of	 regenerative	 dentin,	 responses	 of	 odontoblasts	 and	 osteoblasts	 
against	 various	 stimulations,	 as	 well	 as	 establish	 micro-endodontic	 skills. 
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１．研究開始当初の背景 
	 現代歯科医療では広範な露髄に対しては抜
髄を第一選択とすることになるが，歯内治療
の困難さ・不確実さに起因する根尖病変再発
率が高い．再発の結果，広範な骨欠損を伴い
骨性治癒誘導が困難な根尖病変になると保存
不可能と判断し抜歯しているのが歯科医療の
現状である．高齢化社会を迎えた今，本来の
感覚を有する歯を維持するため，歯髄・根尖
歯周組織に存在する細胞を利用した歯髄・根
尖歯周組織再生療法を確立することは，国民
のQOLを向上させるために必須の課題である．	 
	 現在，国内外で歯髄・根尖歯周組織の創傷
治癒・再生に関する研究が急速に進められて

いる．歯髄再生療法に関する研究では，生体
外で歯髄組織を部分的に再生し露髄面に戻す
方法や各種サイトカインを投与する方法がと
られている．しかしながら，生体外組織培養
には多大な費用がかかること，培養組織の取
扱いが難しいこと等の問題がある．また，サ
イトカインは極微量で作用を発揮するが多面
性を示すものも多く，使用法が限られてくる．	 
	 近年，発生・再生，免疫系・感染，及び癌
発生・抑制における糖鎖の役割が注目されて
いる．糖鎖の中でもグリコサミノグリカン
（GAG）に関しては，その細胞外基質としての
役割のみでなく，サイトカイン的役割の重要
性について報告されている．一方，GAGによる
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歯髄・根尖歯周組織の創傷治癒・再生に関す
る研究については，以前に高分子量ヒアルロ
ン酸を露髄部に応用した報告があるものの，
そのメカニズムに関する研究や各種GAGが歯
髄・根尖歯周組織に与える影響を検討した報
告は無い．	 
	 これまでに我々は，歯髄創傷治癒・再生に
関する数々の研究成果を挙げてきた．歯髄創
傷治癒に関する研究成果として，歯髄創傷治
癒におけるアポトーシス関与（J	 Dent	 Res	 
80(6)1530-1534,	 2001;	 Oper	 Dent	 28(1)75-79,	 
2003;	 J	 Endod	 29(1)41-43,	 2003;	 J	 Dent	 Res	 
82(2)91-95,	 2003），歯髄細胞が熱耐性メカニ
ズム（J	 Cell	 Biochem	 92(4)826-834,	 2005;	 J	 
Cell	 Biochem	 99(3)	 797-806,	 2006），低酸素
環境における歯髄細胞回復能（J	 Dent	 Res	 
85(9)	 824-828,	 2006）等を明らかにした．ま
た再生療法に関する研究成果として，線維芽
細胞増殖因子（FGF-2）徐放性ゼラチン粒子に
よ る 再 生 象 牙 質 誘 導 （ J	 Endod	 
33(10)1198-1202,	 2007），および樹立した象
牙芽細胞様細胞株（KN-3）の石灰化能へのLPS
の 影 響 等 を 明 ら か に し た （ J	 Endod	 
33(10)1187-1191,	 2007）．	 
	 以上の国内外における研究動向とこれま
での研究成果から，我々は，スキャフォール
ドとして細胞を支持すると同時に様々なサ
イトカインと協調して細胞増殖・分化を誘導
する有用なファクターとして，各種 GAG を歯
髄・根尖歯周組織再生療法に応用する着想に
至った.	 
 
２．研究の目的 
	 本研究の最終目的は，歯髄・根尖歯周骨組
織に存在する歯髄細胞，骨芽細胞，及び組織
幹細胞から歯髄・根尖歯周組織の局所的・部
分的及び包括的・連続的再生療法を確立する
ことにある．本研究では，(1).歯髄細胞，骨
芽細胞，及び組織幹細胞への GAG の影響を in	 
vivo，in	 vitro 実験系で明らかにすること，
及び(2).齲蝕や根尖病変等で傷害を受けた
ヒト歯髄及び根尖歯周組織を採取・培養し，
GAG の影響を検討するとともに，臨床治験に
向けた実践的治療技術を確立することを具
体的目的としている．	 
 
３．研究の方法 
（１）ヒアルロン酸スポンジの断髄部への応
用	 
	 ラット歯髄より樹立したKN-3細胞をヒアル
ロン酸スポンジおよびコラーゲンスポンジに
播種後，培地に浸漬した状態で培養した．一
定期間経過後，各スポンジの細胞保持力を分
析するため，スポンジから漏出した細胞数を
測定するとともに，走査型電子顕微鏡（SEM）
による観察を行った．また、KN-3細胞を各ス
ポンジに播種・培養後にみられる炎症性サイ

トカイン（IL-6，TNF-α）発現をRT-PCR法に
て測定した．次に，９週齢ラット上顎第一臼
歯咬合面から生活歯髄切断を行い，ヒアルロ
ン酸スポンジあるいはコラーゲンスポンジを
断髄面上の窩洞に充填・封鎖し，一定期間経
過後の歯髄組織変化を組織学的に観察すると
ともに，充填部における炎症細胞（好中球）
数と新生血管数を顕微鏡下で測定した．	 
	 
（２）ヒアルロン酸の神経細胞分化への影響
の検討	 
	 NGF 添加により交感神経節ニューロン様細
胞に分化するラット副腎髄質褐色細胞腫由
来 PC12 細胞を用いた．NGF および 800	 kDaヒ
アルロン酸の存在下・非存在下で PC12 細胞
を培養後，位相差顕微鏡観察下で細胞体最短
径の 2 倍長以上の突起を有する neurite	 
positive	 cell の全細胞数に対する割合を算
出するとともに，神経細胞分化マーカーであ
るNF68発現とMAPKおよび転写調節因子CREB
のリン酸化をウエスタンブロット法で検討
し，更に pCRE-Luc プラスミドをトランスフ
ェクトした PC12 細胞におけるルシフェラー
ゼ活性の変化を測定することで NGF 誘導性神
経突起伸長に対するヒアルロン酸の抑制効
果を検討した．また，NGF とヒアルロン酸の
相互作用を示す生化学的アフィニティを測
定するとともに，ヒアルロン酸レセプターで
あるRHAMMに対する抗体存在下におけるPC12
細胞の形態変化と p38	 MAPK，ERK リン酸化の
変化を検討した．	 	 
	 
（３）歯髄細胞株，象牙芽細胞様細胞株に対
する各種刺激の影響	 
	 ヒト歯髄由来 LSC2 細胞を，5%FBS を含む
DMEM を用いて，37℃，5%CO2の条件下で 24 時
間培養した．その後，1%	 FCS を含む DMEM に
培地を交換し，DMSO に溶解した Bis-GMA を各
種濃度になるよう培地に添加して，37℃，
5%CO2 の条件下で培養した．48 時間経過後，
LSC2 細胞の増殖能を DNA 合成に伴う BrdU の
取り込み量を測定することによって観察し
た．また，Bis-GMA 添加に伴う細胞周期変化
とアポトーシス誘導についてフローサイト
メトリーを用いて観察した．	 
	 次に，樹立したKN-3細胞をBMP2あるいは
FGF2により刺激を行い，細胞増殖能，アルカ
リフォスファターゼ	 (ALP)	 活性，RT-PCR，ウ
エスタンブロット法で特異的マーカー（DSP，
DMP1，Runx2等）の発現を検討した．	 	 
	 
（４）栄養状態と熱刺激の象牙芽細胞様細胞
への影響の検討	 
	 KN-3細胞を96穴プレートに播種し，1％	 FBS
添加培地（α－MEM）で43℃，45分間の熱刺激
を加えた後，細胞数の変化をMTS	 assayで，細
胞周期の変化をフローサイトメトリーで，



RT-PCR法でHSP25と炎症マーカーの発現の変
化を確認した．また，p-ニトロフェニルリン
酸基室法によりALP活性を，von	 Kossa染色に
より石灰化能を確認した．	 	 
（５）骨芽細胞分化における半導体レーザー
照射の影響	 
	 BMP2刺激により骨芽細胞へ分化することが
知られているマウス筋芽細胞株C2C12細胞を
用い，BMP2存在下または非存在下でGa-Al-As
半導体レーザー(パナソニックP-Laser)を各
種条件下で照射した．細胞刺激から72時間後
にALP活性測定を，30分後にタンパクを調製し，
Smad1/5/8のリン酸化を検討した．また，Id1
にルシフェラーゼ遺伝子を細胞に導入し，細
胞刺激から24時間後にルシフェラーゼ活性を
測定した．さらに，細胞刺激から経時的に全
RNAを調製し，Id1，Osterix，Runx2，BMP2/4，
IGF-1，Osteocalcin，およびSmad6/7遺伝子の
発現を検討した．	 
（６）NF-κBシグナル伝達経路とBMP2シグナ
ル伝達経路の相互作用の検討	 
	 NF-κB シグナルと BMP/Smad シグナルのク
ロストークについて詳細に検討するため，胎
生 13.5 日齢の野生型，p65 欠損	 (p65-/-)，
p50 欠損	 (p50-/-)各マウス胎仔から線維芽
細胞（MEF）を調製し BMP2 の影響を検討した．	 
	 
４．研究成果	 
	 現在，我々は，本研究成果をトランスレー
ショナル・リサーチとして臨床応用に結びつ
けやすくするため，歯髄・根尖歯周組織再生
療法技術の基盤とするべく歯科用マイクロ
スコープを用いて傷害を受けた歯髄・根尖病
変組織を採取，細胞単離・培養する手法を現
在整備している． 
	 一方，我々は，歯髄・根尖歯周組織の再生
を，生体親和性の高い GAG を基盤とした同一
材料により部分的・局所的及び包括的・連続
的に誘導することを目的に，GAG が歯髄細胞，
骨芽細胞，及び組織幹細胞の増殖・分化能に
与える影響を実験動物・培養細胞で解析した
ところ，以下に示す成果が得られた．	 
 
（１）ヒアルロン酸スポンジの断髄部への応
用	 
	 KN-3 細胞を各スポンジに播種したところ，
コラーゲンスポンジ上では紡錘形で偽足を
出して付着する KN-3 細胞が観察されたのに
対し，ヒアルロン酸スポンジ上では球型のま
ま付着する KN-3 細胞が観察された．炎症性
サイトカインである IL-6 発現はヒアルロン
酸スポンジにおいて低い傾向が認められた．
次に，ラット臼歯断髄部に各スポンジを充填
したところ，コラーゲンスポンジ群と比べヒ
アルロン酸スポンジ群では炎症反応がほと
んど認められず残存歯髄と類似した組織構
造が観察された．また，スキャフォールド内

に増殖した新生歯髄組織中に侵入している
血管数に有意な差は認められなかったが，炎
症細胞数はコラーゲンスポンジ群で有意に
多く侵入しているのが観察された．in	 vitro
および in	 vivoにおける実験結果から，ヒア
ルロン酸スポンジは象牙芽細胞様細胞を含
む歯髄細胞保持力を有しているとともに，コ
ラーゲンスポンジに比べ歯髄創傷治癒過程
で見られる炎症反応を抑制することから，高
い歯髄組織親和性を持つスキャフォールド
であることが示唆された．	 
	 
（２）ヒアルロン酸の神経細胞分化への影響	 
	 ヒアルロン酸は PC12 細胞の NGF 誘導性神
経突起伸長、NF68 発現、および MAPK	 (p38、
ERK)と CREB のリン酸化をヒアルロン酸濃度
依存性に抑制していた。また、pCRE-Luc プラ
スミドをトランスフェクトした PC12 細胞が
示す NGF 誘導性ルシフェラーゼ活性はヒアル
ロン酸により明らかに抑制された．さらに，
ヒアルロン酸と	 NGF の直接相互作用を示す
生化学的アフィニティは認められないこと，
および抗 RHAMM 抗体の存在下ではヒアルロン
酸による p38 リン酸化抑制は変化しないもの
の ERK リン酸化の抑制は回復されることが明
らかとなった．以上の結果は，ヒアルロン酸
による PC12 細胞の神経細胞分化抑制にはヒ
アルロン酸が NGF に結合することによる直接
的制御ではなく，RHAMM レセプターを介した
間接的制御が関与していることを示唆して
いる．	 	 
	 
（３）歯髄細胞株，象牙芽細胞様細胞株に対
する各種刺激の影響	 
	 低濃度の Bis-GMA 添加では BrdU 取り込み
量に変化は認められなかったが，Bis-GMA 濃
度 0.25mM 以上では，明らかな BrdU 取り込み
量の減少が認められた．フローサイトメトリ
ーによる解析では，Bis-GMA 濃度に依存して
細胞周期の変化が認められた．低濃度の
Bis-GMA では細胞周期に変化は認められなか
ったが，Bis-GMA 濃度が 0.25mM 以上では，ア
ポトーシス誘導を示す sub-G1 に集積する
LSC2 細胞数の増加が観察された．以上の結果
より，レジン構成成分である Bis-GMA は，ヒ
ト歯髄細胞増殖能を抑制すること，またヒト
歯髄細胞へアポトーシスを誘導することが
示された．	 
	 また，BMP2刺激により，KN-3細胞ではSmad
シグナル伝達経路が活性化され，DSP，DMP1
の発現に影響があることが示された．	 FGF2
刺激では，細胞突起を伸長する等，KN-3細胞
の形態に影響があることが明らかとなった．	 
	 
（４）栄養状態と熱刺激の象牙芽細胞様細胞
への影響の検討	 
	 熱刺激後 12 時間で KN-3 細胞は減少後，増



殖に転じ，増殖能は有意に 10%FBS 添加培地
群が高かった．HSP25 発現は熱刺激後 12 時間
まで強く認められた．TUNEL 陽性細胞は 1%FBS
添加培地群では非熱刺激および熱刺激群と
もに認められたが，10％FBS 添加群では熱刺
激群のみに確認された．10％および 1%FBS 添
加群共に熱刺激後に細胞周期の停止と死細
胞の増加と細胞周期の回復が確認されたが，
1％FBS 添加培地群では細胞周期停止が強く
回復も遅れ，死細胞数も多かった．炎症マー
カーの発現は 1％FBS 添加培地群で発現が強
く，消失も遅れた．ALP 活性は 10%	 FBS 添加
培地群では熱刺激による影響に有意差を認
めなかったが，1％FBS 添加培地群では熱刺激
による活性の低下が確認された．石灰化能に
ついては10％および1%FBS添加培地群ともに
熱刺激による影響は認められなかった．以上
の結果から，熱刺激による象牙芽細胞様細胞
への影響は低栄養条件下で増強されること
が示唆された．	 
	 
（５）骨芽細胞分化における半導体レーザー
照射の影響	 
	 BMP2とレーザー照射の同時刺激ではBMP2単
独刺激と比較してALP活性が約1.5倍上昇し，
多数のALP陽性細胞が誘導されるとともに，
Smad1/5/8リン酸化の増強，Id1転写活性の上
昇，およびId1，Osterix，Runx2およびBMP2
遺伝子の発現が上昇した．一方，BMP4，IGF-1，
およびSmad6/7遺伝子の発現は変化しなかっ
た．さらに，BMP2とレーザー照射の同時刺激
によりALPおよびOsteocalcinの発現が増強さ
れた．以上の結果は，BMP刺激時にGa-Al-As
半導体レーザーを照射するとBMP/Smadシグナ
ルが増強されることによって骨芽細胞分化が
促進することを示唆している．	 
	 
（６）NF-κB シグナル伝達経路と BMP2 シグ
ナル伝達経路の相互作用の検討	 
	 BMP2 刺激により p65-/-	 MEF で ALP 活性は
著明に上昇したが，Smad1/5/8 リン酸化は各
MEF 間で有為差はなかった．p65-/-	 MEF に野
生型 p65 を過剰発現させると BMP2 刺激によ
る Id-1 転写活性が著しく抑制されたが，p65
のC末端側の欠失変異体を過剰発現させるとそ
の抑制効果が解除された．さらに、BMP2 のみ，
あるいは BMP2 と NF-κB 阻害剤を含有・凍結
乾燥した各コラーゲンペレットをマウス背
筋膜下に移植したところ，BMP2 と NF-κB 阻
害剤を含有したペレットにおいてより骨形
成量が増加した．以上の結果より，p65 による
BMP シグナルの抑制は p65 の C末端側が関与
することが考えられる．また，NF-κB の選択的阻
害は BMP による骨形成の有効な補助薬となる
可能性が示唆される． 
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