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研究成果の概要（和文）：　歯髄は正常な歯の機能維持に必須の組織だが、周囲を硬組織に囲まれた特殊な環境
にあり炎症が惹起されると耐え難い疼痛を患者に与え、虚血による壊死に陥りやすい組織である。現在臨床応用
されている歯髄保存療法は明確な診断基準に乏しく、歯髄除去療法（抜髄法）が選択されやすい。歯髄を喪失し
た歯は抜歯に到る危険性が著しく高まるため、成功率の高い歯髄保存療法や歯髄再生療法の確立が望まれる。
　本研究は生体活性ガラスを応用して、特殊な設備を必要とせず一般的な歯科診療所で処置可能な効果の高い歯
髄保存療法を可能とする材料の開発に成功し、さらに歯髄再生療法に必須のスキャホールド（足場）材として応
用できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： Dental pulp has functions that include initiative, formative, protective, 
nutritive, and reparative activities. On the other hand, it has relatively low compliance, because 
it is enclosed in hard tissue. After the progression of dental caries and tooth fractures, a 
bacterial infection and subsequent inflammatory response of pulp occurs, and the internal pressure 
in the pulp chamber significantly increases, resulting in pulp tissue ischemia with severe pain. Its
 low compliance against damage results in the frequent removal of pulp during endodontic therapy. 
Loss of pulp frequently leads to fragility of the tooth, and eventually a deterioration in the 
patient's quality of life. Therefore, it is desirable to develop highly effective pulp preservation 
and regeneration therapies.
 In this study, we focused on the potentials of Bioactive Glass. We developed a useful direct pulp 
capping agent and demonstrated the potential for scaffold for pulp regeneration therapy with 
Bioactive Glass.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： 象牙質－歯髄複合体　覆髄剤　歯髄保存療法　Bioactive Glass

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯髄は知覚、栄養、修復、そして免疫等、健全な歯の機能維持のために重要な働きをする組織であるが、応諾
性に乏しいうえ歯髄炎による歯の痛みは耐え難く、治療上歯髄除去（歯の神経を抜く処置）が選択されやすい。
歯髄除去後の歯は抜歯に至る危険性が著しく高まることが知られており、歯を守るうえで歯髄保護および再生療
法の確立が望まれる。
　我々が着目した生体活性ガラスはすでに整形外科領域において骨補填材として臨床応用されており、効果と安
全性の担保された材料であるうえ無機材料であることから保存や取扱が容易で安価であり、医療材料として有用
なため本研究により開発された材料は広く歯髄保存に役立たせることが可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯髄は知覚、栄養、修復、そして免疫等、健全な歯の機能維持のために極めて重要な組織で
ある。その一方で周囲を硬組織に囲まれた特殊な環境にあり、ひとたび歯髄炎が惹起されると
歯髄内圧は著しく亢進し、耐え難い疼痛を患者に与える。さらに循環障害から壊死に陥りやす
い応諾性の低い組織である。そのため歯髄保存の重要性は広く知られているが、現在臨床応用
されている歯髄保存療法や生活歯髄切断法は明確な診断基準に乏しいため、歯科医師は歯髄保
存の成否を主観的に判断せざるをえず、歯髄壊死を避けるため歯髄除去療法（抜髄法）が選択
されやすい。歯髄を喪失した歯は知覚を有さないことから、う蝕に罹患したり亀裂等が生じて
も疼痛が生じにくく患者に自覚されることが少なくなるため病状が進行しやすい。また失活歯
は代謝能の喪失により脆弱化しやすいこと、免疫応答の欠如による易感染性等も報告されてお
り、抜歯に到る危険性が著しく高まる。そのため成功率の高い歯髄保存療法や、失われた象牙
質・歯髄複合体再生療法の確立が望まれている。 
 これまでに我々は線維芽細胞増殖因子(FGF)-2 含浸ゼラチンハイドロゲル粒子によるドラッ
グデリバリーシステムを応用し、断髄後の象牙質－歯髄複合体再生療法の可能性を報告した[J 
Endod.2007、2009]。また、象牙質－歯髄複合体再生療法に用いるスキャホールド材としてヒア
ルロン酸スポンジの可能性について報告した [J Biomed Mater Res B.2010]。しかし、これら
の研究で咬合面側に形成される再生硬組織は、歯髄を保護し咀嚼圧に耐えるに十分な質と量を
供えてはいなかった。そのため、積極的に硬組織の形成を誘導するためのさらなる因子を検索
する必要があった。 
 生体活性ガラス(Bioactive Glass: BAG)は骨と直接結合する無機生体材料であり、軟組織と
も高い親和性を持つことから整形外科領域において骨補填材として臨床応用されている。これ
までに我々の研究グループは生体活性ガラス配合セメントを開発し、歯科用材料として適した
物性を有すると共に細胞毒性を示さないことを明らかにした[J Biomed Mater Res B.2014]。以
上より、我々は BAG に歯髄保存療法に用いる効果の高い覆髄剤や、象牙質補填材及びスキャホ
ールド材としての可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
 組織再生には細胞とその足場となるスキャホールド、細胞の増殖・分化を誘導する成長因子
の主要 3因子に加え、閉鎖空間の確保が必要である。歯髄再生の場は硬組織に囲まれているた
め閉鎖空間は得やすく、スキャホールド及び成長因子とともに骨髄幹細胞、智歯由来の歯根膜
細胞・歯髄細胞、iPS 細胞を移植し歯髄再生を試みる研究報告がある。しかしながら、細胞移
植による再生療法は特殊な設備を必要とし、一般的な歯科診療所での実施は困難である。その
ため、我々は現在行われている歯髄保存療法と同様な術式で実施可能な覆髄法ならびに象牙質
－歯髄複合体再生療法の確立を目指している。感染象牙質と炎症状態にある一部の歯髄を除去
し、残存する歯髄組織から歯髄幹細胞と毛細血管・神経線維を誘導することで象牙質−歯髄複合
体の欠損部に歯髄組織と緻密な象牙質様硬組織を再生させることを目指す。この方法では細胞
移植を伴わないことから特殊な設備を必要とせず、現在行われている覆髄および断髄と同等の
手技で歯髄の保存・再生が可能となる。 
 以上より、我々は BAG を応用した新規の歯髄保存療法に用いる覆髄剤や象牙質補填材及びス
キャホールド材の開発を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）BAG 配合セメントの生体親和性と硬組織形成に及ぼす影響の評価 
 九州歯科大学動物実験委員会の承認を得て実施された（実験承認番号：14-016）。雄性７週齢
の Wistar 系ラットに全身麻酔を施し下顎第一臼歯の髄室開拡を行った。遠心根を抜髄後、作業
長 5 mm で#25 まで K-file にて根管形成し洗浄・乾燥し、BAG 配合シーラーおよび非 E-Z シーラ
ーを填塞し仮封した。術後１、３週目に下顎骨を摘出し脱灰後、通法通りにパラフィン包埋を
行い連続切片を作成した。切片はヘマトキシリン-エオジン重染色を施し光学顕微鏡下で観察し
評価した。また、根尖歯槽骨吸収部位の幅径および根尖部歯根外表面セメント質厚さを画像解
析ソフトウェア ImageJ にて計測した。 
２）BAG の象牙芽細胞分化に与える影響 
 BAG 粒子を細胞培養液に 37℃、7 日間浸漬してガラス成分を溶解させ、この液でラット歯髄
由来象牙芽細胞様細胞株（KN-3）を培養した。p38 およびリン酸化(p-)p38、Ⅰ型コラーゲン及
び象牙質シアロタンパク（DSP）の発現を、Western Blotting 法にて確認した。 
３）覆髄用 BAG 配合セメント NSY-222-S の開発と in vitro での評価 

NSY-222-S の硬化時間は国際標準化機構（ISO）標準 6876: 2012 に従って測定した。pH測定
は各材料をモールドに塡入し硬化後 10 ml の精製水に 0、1、2、3、7および 14日間浸漬後、pH/
イオンメーター F-53 を用いて経時的に測定した。電界放出形走査電子顕微鏡（FE-SEM）分析
は、試料を擬似体液（SBF）に 37℃で 4 日間浸漬したのち精製水で洗浄し、デジケーター中で
一晩乾燥させた。その後、試料の表面に白金蒸着を施し、FE-SEM を用いて観察した。象牙芽細
胞様細胞におけるセメントの影響は Transwell 細胞培養システムを用いて検討した。KN-3 を 24 
well plate で培養し、12 時間後に、各試料をフィルターインサート上に静置した。12、24、48
および 72 時間後に付着細胞を位相差顕微鏡で観察し、trypsin/EDTA 溶液を短時間暴露するこ



とによって付着細胞を浮遊させ。回収した細胞懸濁液（10 µL）と同量の trypan blue 溶液を混
合し、TC10 automated cell counter を用いて生細胞を計測した。 
４）新規 BAG 配合セメント NSY-222-S の in vivo における生体親和性と象牙質形成誘導能 
九州歯科大学動物実験委員会の承認を得て実施された（実験認証番号：16-026）。雄性9週齢の

Wistar系ラットに全身麻酔を施し上顎第一臼歯の近心面に規格窩洞を形成し、#15のKファイルに
て窩底象牙質を穿通し露髄させた。露髄面を洗浄・乾燥後、各材料で直接覆髄を施し封鎖した。
１、４、７および14日後に処置歯を摘出し、脱灰後通法に従いパラフィン切片を作成した。切片
はヘマトキシリン-エオジン重染色を施し、修復象牙質の形成範囲はImage Jで計測した。免疫組
織化学染色は、ABC法にて行った。 
 
４．研究成果 
１）BAG 配合セメントの生体親和性と硬組織形成に及ぼす影響の評価 
 我々の開発した BAG 配合セメントをプロトタイプとし、根管用シ
ーラーとして製品化したニシカキャナルシーラーBG（NSC-BG）の生
体親和性と硬組織形成誘導能を確認するため、ラット臼歯を用いた
抜髄根管充塡モデルを用いて病理組織学的に検討した。創傷治癒過
程 に お け る 影 響 を 検 索 す る た め 根 尖 孔 を 超 え た over 
instrumentation により根尖歯周組織を破壊後、NCS-BG と、比較群
として臨床上多用される根管用シーラーのうち生体親和性に優れる
との報告がある酸化亜鉛非ユージノール系シーラー(NE-Z)と NCS-BG
を根管内に充塡した。その結果、炎症性細胞浸潤程度や歯槽骨吸収
範囲で両群に有意差は認められなかった一方で、形成されたセメン
ト質は NCS-BG 群で有為に肥厚していた（図１）。 
 
２）BAG の象牙芽細胞分化に与える影響 
 BAG 溶解培養液で培養した細胞株 KN-3 では、象牙芽細
胞分化に関与する p38 の活性化が有為に促進した。また、
象牙質基質タンパクの 90%を占めるⅠ型コラーゲン
(Col-1)と、主要な非コラーゲン性タンパクであり象牙芽
細胞分化マーカーでもある象牙質シアロタンパク(DSP)
の発現が有為に増加した。以上から、BAG 溶出成分は象
牙質形成誘導能を有することが確認された（図２）。 
 
３）覆髄用 BAG 配合セメント NSY-222-S の開発と in vitro

での評価 
 歯髄保存療法および象牙質−歯髄複合体再生療法に用いる新規材料を開発するため、以前に開
発したBAG配合セメントを改良した新規BAG配合セメントNSY-222-Sを新たに開発し、in vitro
において評価を行った。NSY-222-S は覆髄に適用することが可能なように成分を調整すること
で、効果時間を 12 分間と著しく短縮することに成功した。精製水に浸漬すると 2 時間後には
pH10.6 で安定し、この値は現在覆髄剤として使用される水酸化カルシウム製剤や Mineral 
Trioxide Aggregate(MTM)と比較し低い値であり、生体適合性に優れることが確認された（図３）。
また、疑似体液(SBF)に浸漬後の NSY-222-S 表面を電界放出走査型電子顕微鏡(FE-SEM)で確認す
ると、ハイドロキシアパタイト様構造物の析出が確認された（図４）。 

 
 KN-3 の生存能に与える NSY-222-S の影響を細胞培養により確認
したところ、細胞単独で培養した群と NSY-222-S と供培養した細
胞の形態に差異は認められず、３日目の時点で生存細胞数にも有
意差は認められなかった。一方、比較群として水酸化カルシウム
製剤(Dycal)と培養した KN-3 は、３日目で死滅した（図５）。 
 
                                      図５：培養後３日目の細胞数 

図 1：形成されたセメント
質の厚さ 

図 2：細胞株 KN-3 への BAG 溶出成
分による象牙芽細胞分化誘導能 

図３：各材料を浸漬した精製水の pH 変化             図４：SBF に浸漬した NSY-222-S 表面の FE-SEM 像 



 

 
４）新規 BAG 配合セメント NSY-222-S の in vivo における生体
親和性と象牙質形成誘導能 
 ラット直接覆髄モデルを用いた in vivo における評価では、
覆髄後２週間の時点で露髄部を覆う細管構造を有する厚い硬組
織の形成が認められ、下層には炎症反応像はほとんど認められ
なかった。免疫組織化学染色法により、細管内に突起を伸長さ
せた nestin 陽性の象牙芽細胞様細胞が確認され、表層には象牙
質基質タンパク（DMP）-1 陽性の象牙前質も確認され、形成され
た硬組織が第三象牙質であることが確認された。さらに、直接
覆髄剤として広く用いられている Dycal や MTA と比較して、象
牙質の形成範囲が広い傾向が確認された（図６）。             図６：形成された第三象牙質の範囲 
 以上から、BAG は良好な生体親和性と既存の材料を上回る象牙質形成誘導能を有することが
確認され、BAG による新規覆髄剤の開発が達成されたうえ、象牙質補填材及びスキャホールド
材としての有用性も示された。 
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