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研究成果の概要（和文）：根尖性歯周炎の治癒機序は未だ不明な点が多い。本研究は，根尖病巣治癒期に発現が亢進す
るIL-1αとラミニンの動態に着目し，根尖部歯周組織の再生におけるIL-1αとラミニンの相互作用を検討した。MC3T3-
E1細胞において，IL-1αとラミニンはFAKおよびMAPKsのリン酸化を亢進し，骨分化マーカであるtype1 collagenのmRNA
発現を亢進した。ラット歯内疾患モデルに分子イメージング技術を応用し，根尖部炎症の可視化と定量化する手法を確
立した。以上の結果から，IL-1αおよびラミニンの相互作用が根尖部歯周組織の再生に寄与し，歯内疾患研究における
分子イメージング技術の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The precise periapical healing mechanism induced by root canal treatment (RCT) is 
unknown. We reported previously that interleukin (IL)-1a, but not IL-1b, and laminin were expressed 
during the healing phase in an experimental rat RCT model. However, the mechanism of the interaction 
between IL-1a and laminin for periapical healing is not clear. In this study, we investigated the 
biological effects of IL-1a and laminin on mouse osteoblastic cells, MC3T3-E1, and rat RCT model. IL-1a 
(0.1 ng/ml) and laminin (10 ng/ml) enhanced the phosphorylation of FAK and MAPKs (ERK1/2, p38, JNK1/2) in 
MC3T3-E1. In addition, IL-1a and laminin enhanced the mRNA expression of type1 collagen. We tried to 
visualize the inflammation of periapical region using molecular imaging. Inflammation of periapical 
region in rat RCT model was detected and quantified using molecular imaging. These data suggest that the 
dual effects of IL-1a and laminin may enhance the induction of osteogenesis during periapical healing.

研究分野： 歯周病学，歯内療法学

キーワード： 歯内療法　IL-1α　ラミニン
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１．研究開始当初の背景 

根尖性歯周炎に対する治療効果は，臨床症

状の消退やエックス線画像検査による根尖

部エックス線透過像の消失（骨再生）などを

基準に判断されており，その治癒過程におけ

る分子病態レベルでの動態は診断に反映さ

れていない。 

これまで根尖性歯周炎の病態解明のため

に，様々な視点から研究成果が報告されてき

た。申請者の研究グループは，根管治療の動

物モデル（ラット）を作成し，その病巣治癒

過程における分子病態を遺伝子マイクロア

レイ法によって網羅的に捉えることに成功

した。本研究成果の一つとして，根尖病巣治

癒期において炎症性サイトカインの一つで

ある IL-1の発現が亢進する知見を報告した

（Martinez et al, J Endod, 2007）。また，細胞外

基質の一つである Laminin 2 の発現が治癒期

に上昇するという知見を得ている。 

上記知見をもとに，骨再生を担う主細胞で

ある骨芽細胞に対する IL-1とラミニンの効

果を検討したところ以下のような結果を得

た。マウス頭蓋骨由来の骨芽細胞様細胞

MC3T3-E1 を用いて，低濃度（0.1 ng/ml）か

ら高濃度（10 ng/ml）のリコンビナントマウ

ス IL-1を作用させたところ，低濃度 IL-1

刺激時にラミニンと特異的に結合する細胞

接着因子の一つであるインテグリン3 の発

現が mRNA およびタンパク質レベルで亢進

することを確認した。炎症状態を想定した高

濃度 IL-1刺激ではインテグリン3 の発現が

誘導されず，インテグリン1 の発現には影響

しない点にも着目したい。また，低濃度 IL-1

刺激によってインテグリン3 の発現を亢進

させたMC3T3-E1を用いてラミニンに対する

接着性を検討したところ，その接着性が対照

コントロールであるフィブロネクチンと比

較しても有意に亢進することを確認した。さ

らに，低濃度 IL-1（0.1 ng/ml）およびラミ

ニン存在下でMC3T3-E1を長期培養してカル

シウム産生能を検討したところ，非存在下と

比較して有意にカルシウム産生が亢進する

ことを確認した。 

これらの結果は，根尖病巣治癒期における

病巣部への骨芽細胞の誘導・定着・硬組織産

生に IL-1およびラミニンが関与する可能性

を示唆するものと考える。しかし，詳細なメ

カニズムは未だ不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では，MC3T3-E1 を用いて硬組織産

生に及ぼす IL-1とラミニンの影響を in vitro

の実験系で確認し，さらに，ラット根管治療

モデルを用いて低濃度 IL-1とラミニンを併

用した根管治療が根尖病巣治癒に及ぼす影

響を従来の治療法と比較し，その有用性を検

討することとした。そして，根尖病巣治癒メ

カニズムに IL-1およびラミニンの相互作用

が及ぼす影響を明らかにすることを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

マ ウ ス 頭 蓋 骨 由 来 骨 芽 細 胞 様 細 胞

MC3T3-E1 細胞を用いて，まず，IL-1および

ラミニン刺激時における骨分化マーカ発現

に及ぼす影響を検討した。すなわち，サブコ

ンフルエントの状態に培養したMC3T3-E1を

リコンビナントマウス IL-1およびラミニン

で刺激した後，全細胞を試料として total RNA

を経時的に回収した。RT-PCR 法を用いて

cDNA を構築した後，骨分化マーカの候補と

して runx2，osterix，osteocalcin， collagen type1

の特異的プライマーを用いて，その mRNA 発

現の量的変化を定量性 PCR 法にて解析した。

なお，内部コントロールとしては GAPDH を

用いて補正した。次に，IL-1およびラミニン

刺激時におけるカルシウム産生性に細胞内

シグナル伝達系が及ぼす影響を検討した。す

なわち，サブコンフルエントの状態に培養し



た MC3T3-E1 をリコンビナントマウス IL-1

およびラミニンで刺激する 30 分前に，硬組

織産生性に関与すると報告されている各種

阻害剤（MAPK 阻害薬，FAK 阻害薬等）を作

用させ，刺激 10〜30 分後に全細胞タンパク

は細胞溶解液を用いて回収した。各細胞内シ

グナル伝達系タンパク質のリン酸化は，ウエ

スタンブロット法を用いて検討した。 

動物実験として，申請者らのグループが作

成したラット根管治療モデルを用いて，まず，

分子イメージング技術を応用し，ラット根尖

病巣の炎症可視化する評価手法を検討した。

すなわち，ラット根管治療モデルとして，雄

性 Sprague-Dawley（SD）ラット，10 週齢を

実験に供した。通法に従って麻酔後，上顎左

側第一大臼歯の歯髄腔をラウンドバーにて

開放し，歯髄感染処置を行った（endo-model

群）。歯髄腔開放後 28 日間，口腔内の常在菌

と感染させた。一方，歯髄開放処置を行って

いない群をコントロール群とした（control

群）。なお，各群において，対側同名歯を個

体内コントロールとして用いた。歯髄感染 29

日目に，炎症巣に集積する蛍光プローブ

（XenoLight Rediject Inflammation Probe，住商

ファーマ）を腹腔から注入した。歯髄感染 30

日目にラットを安楽死させた後に上顎骨を

摘出して，IVIS spectrum（Perkin Elmer）を用

いて炎症の状態を評価した。イメージング解

析終了後，通法に従い組織を固定した後，マ

イクロ CT を用いて骨欠損の状態を確認した。

さらに，同評価系を用いて，根管充填時に

IL-1およびラミニンを併用した際の病巣治

癒に及ぼす影響の検討を試みた。 

 

４．研究成果 

マウス骨芽細胞様細胞MC3T3-E1において，

ラミニンで前処理した後，IL-1で刺激すると，

FAK および MAPKs のリン酸化が増強した

（p<0.05）。さらに，骨分化マーカの一つであ

る collagen type1 の mRNA 発現が亢進した

（p<0.05）。動物実験において，歯髄感染モデ

ル（endo-model）において，歯髄感染させた

上顎左側第一大臼歯部を中心に強い蛍光プ

ローブの集積を確認した。また，対照側（健

側）である上顎右側第一大臼歯部にも蛍光プ

ローブの集積を確認した（図 1）。一方，健常

モデル（control）において，被験歯である両

側第一大臼歯部への炎症プローブの集積に

左右差は見られなかった。また，歯髄感染モ

デルと比較しても蛍光プローブの集積量は

少ない傾向を確認した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

歯髄感染モデルにおいて，根尖部骨組織の

状態はマイクロ CT を用いて解析した。被験

歯である上顎左側第一大臼歯根尖部を中心

にエックス線透過性の亢進を確認した（図 2，

矢印）。一方，対照側（健側）である上顎右

側第一大臼歯根尖部にはエックス線透過性

の亢進は確認できなかった。 

 

 

 

 

 

 

本研究において，IL-1およびラミニンの併

用が根尖病巣部における硬組織産生を亢進

し，根尖病巣治癒に関与する可能性が示唆さ

れた。また，分子イメージング技術を用いる

ことによって歯内疾患の可視化が可能であ

ることが示唆された。歯内疾患の治癒率を向

上させることは，歯の保存の延命につながり，



ひいては咀嚼機能の維持，すなわち，国民の

健康寿命の延伸に寄与できる。そのためにも，

効果的な歯内治療の手法を開発することは

非常に重要である。本研究結果は，根尖病巣

治癒における IL-1およびラミニンの効果の

メカニズムの一部を解明したが，今後さらな

る検討が必要である。 
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