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研究成果の概要（和文）：　歯髄の保存は正常な歯の機能維持ならびに歯自体の保存のために重要だが、応諾性
の乏しい組織であることから歯髄保存/再生療法確立は重要である。
　本研究は、既に臨床応用されている薬剤・材料をベースとした新たな薬剤開発により、既存の器具・器材およ
び術式で処置可能な歯髄保存および局所的な象牙質・歯髄複合体の再生を実現することを目的に実施した。
　象牙質-歯髄複合体再生用足場材として有用性を示したヒアルロン酸を基材とし、FGF-2含浸ゼラチンスポンジ
に生体活性ガラス粒子を混和させて硬組織誘導能を有する新規薬剤の可能性を示し、その施術上必要な低刺激性
で殺菌効果の高い新たな根管・歯髄洗浄方法の可能性も確認した。

研究成果の概要（英文）：Dental pulp concervative management is important for the maintenance of 
tooth function as well as for the preservation of the tooth itself. However, pulp is a poorly 
compliant tissue, it is important to establish pulp concervative/regeneration therapy.The purpose of
 this study was to develop new agents and materials based on those already in clinical use to 
achieve pulp preservation and localized dentin-pulp complex regeneration that can be performed using
 existing instruments, equipment, and techniques.
　Using hyaluronic acid, which has been shown to be useful as a scaffold material for dentin-pulp 
complex regeneration, as the base material, and by mixing FGF-2-impregnated gelatin sponge and 
bioactive glass particles, the potential for a new agent with bone tissue induction properties was 
demonstrated. We also confirmed the possibility of a new mildly-ittirating and highly bactericidal 
root canal and pulp cleaning method, which is necessary to perform the procedure.

研究分野：歯科保存学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯髄は歯の知覚、栄養、免疫応答、そして修復といった健全な歯の機能維持に重要な役割を果たす組織であ
る。一方で、歯髄は象牙質・エナメル質といった歯の硬組織に周囲を囲まれた特殊な環境下に存在するため、周
囲組織との交通が限定されるうえ炎症時に体積の増加が不可能であり内圧亢進により循環障害に陥りやすく、そ
の結果、壊死に至りやすい。
　歯髄の有無は歯の寿命にも大きく影響することが知られており、残存歯数は人々のＱＯＬの向上のみならず、
健康寿命とも相関することが示されている。そのため、現在では歯髄保存が困難とされる中等度以上の炎症状態
に陥った歯髄を保存可能にすることは、健康寿命の延長に大変有用である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 歯の保存は人々の QOL 低下を防止するに留まらず、寿命の延長にも大きく貢献する。残存歯数
と死亡率の逆相関関係が国内外で報告されており[1,2]、超高齢社会において歯の保存の意義は
益々重要視されつつある。 
 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役割を担
う組織であるが、その役割は歯の保存にも重要な役目を果たしていることが知られている。実際
に平成 30 年の永久歯抜歯原因調査において、わが国で抜去に至った歯の割合は 62.7%と有髄歯
の 36.0%を大きく上回っていることが報告されており[3]、さらにその割合は平成 17 年に実施さ
れた前回調査よりも増加傾向にある[4]。 
 このように重要な働きをもつ歯髄であるが、その周囲を硬組織に囲まれた特殊な環境にある
ことから側副循環に乏しい組織であるうえ、ひとたび歯髄炎が惹起されると体積の増加が制限
されることから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。このように歯髄は重要ながら、応諾性の低い組織である面も有する。現在、臨
床応用されている歯髄の診査方法は明確な診断基準に乏しいため、歯科医師は治療による歯髄
保存の成否を主観的に判断せざるをえない。さらに患者を疼痛による苦痛より解放するため、歯
髄炎に陥った歯では歯髄保存療法や生活歯髄切断法と比較し、圧倒的に歯髄除去療法（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、う蝕への罹患や亀裂が生じて
も患者に自覚されづら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・歯髄複合体を再生させる治
療法の確立が望まれる。 
 以前、我々は象牙質・歯髄複合体再生を実現するうえでのヒアルロン酸スポンジの有用性を報
告した[5]。また、象牙質・歯髄複合体再生時の歯髄細胞増殖および血管誘導にFibroblast growth 
factor (FGF)-2 を含浸させたゼラチンスポンジが有効であることも確認した[6,7]。これらの適
用により、生活断髄後の冠部歯髄腔に、歯根部根管内に残存する根部歯髄から血管および歯髄細
胞を誘導し、さらに咬合面側に象牙質様硬組織が形成されることが示された[6,7]。しかし形成
された硬組織は咀嚼による咬合圧に十分耐えるだけの厚みをもつものではなく、硬組織形成誘
導能を有する薬剤・材料を同時に適用する必要性が示された[8]。 
 我々は硬組織誘導能をもつ生理活性因子として BMPs の有用性を確認したが[9]、臨床応用さ
れている薬剤ではないうえ費用や取り扱い方法の容易さといった点でも不利なため、他の有用
な材料につき検討を重ね、生体活性ガラス（Bioactive Glass）に着目した。生体活性ガラスは
骨誘導能および骨伝導能を有しており、既に骨補填材料として臨床応用されていた。そこで我々
はこの生体活性ガラスを歯科材料として適用可能か検索を重ね、2017 年に新規の根管用シーラ
ーとして市販するに至った[10-13]。これらの背景を基に、我々は生体活性ガラスの歯周組織に
対する有用な性質に着目し、象牙質・歯髄複合体再生療法への適用を検討するに至った。 
 
２．研究の目的 
 現在、細胞移植を伴う歯髄再生療法は実現しつつある[14]。しかし、歯科診療は多くの一般的
な歯科診療所でなされており、細胞移植を伴うような特殊な設備や手技・手法が必要な処置方法
は施術が困難であり、一般的な歯科治療としての普及にはハードルは高い。そのため本研究では、
他の医療分野も含めて既に臨床応用されている薬剤・材料をベースとして新たな薬剤・材料を開
発することで、歯髄保存および局所的な象牙質・歯髄複合体の再生を、既存の器具・器材および
手技で実現可能とすることを目的に実施された。 
 
３．研究の方法 
 本研究を遂行するにあたり、我々は以下の各項目に分けて個々に検討を行った。 
（１）生体活性ガラスの象牙質・歯髄複合体誘導剤への応用に関する研究 
①生体活性ガラスの生体適合性 
 本研究課題の中心となる、象牙質・歯髄複合体誘導剤および象牙質補填材として用いる生体
活性ガラスについて、顎口腔領域における生体適合性を確認するため以下の研究を行った。ラ
ット根尖病変モデルを用いた in vivo 研究では、雄性７週齢の Wistar 系 SPF ラットに全身麻
酔を施し、下顎左右第一臼歯の髄室開拡を行った。冠部歯髄組織除去後、手用 Kファイル（#15
および#20）を用いて作業長 3.5 mm まで抜髄・根管拡大を行い、7日間根管を開放して根尖病
変を成立させた。次いで Ni-Ti ロータリーファイル（EndoWave：モリタ）を用いて作業長 3.5 
mm、#25（.06 テーパー）まで根管拡大・形成を行い、EDTA 溶液、次亜塩素酸ナトリウム溶液
および生理食塩水による根管洗浄・乾燥後、生体活性ガラス配合根管シーラーにより根管充填
を行った。根管充塡後、髄室は接着性レジンセメント（スーパーボンド C&B®：サンメディカ
ル）にて封鎖した。咬合による影響を避けるため、上顎対合歯は削合した。術後 3週で、全身
麻酔下にて 4%パラホルムアルデヒド/PBS により灌流固定を行い、下顎骨を摘出した。Morse



法による脱灰後に通法通りパラフィン包埋を行い、6 µm厚の連続切片を作成した。切片はヘ
マトキシリン-エオジン染色後、根尖孔周囲の新生硬組織の形成状態、炎症性細胞の浸潤状態、
根尖付近のセメント質および象牙質の吸収状態を通法に従いスコア化し評価した。さらに根
尖部歯根膜の厚さを半定量的に解析するため、画像解析ソフトウェア Image J を用いて計測
した。 
 併せて、生体活性ガラス配合根管シーラーを用いた臨床研究も実施した。抜髄および感染根
管治療が必要と診断され同意を得た患者にクリニカルパスに則った治療を行い、生体活性ガ
ラス配合根管シーラーを用いて根管充塡を行った 555 症例を対象とし、疼痛の発症率やその
容認についての調査･分析を行った。 
 
②生体活性ガラスの歯髄細胞への影響と象牙質誘導能 
 新規生体活性ガラス配合セメントを試作し、以下の実験に呈した。in vitro 研究：規格モ
ールド(30 µl)に充填して 37℃、湿潤下で 24 時間静置し完全に硬化させた試料を作成した。
ラット象牙芽細胞様細胞株(KN-3)を細胞培養用プレートに播種し 10% FBS 含有αMEM で 12 時
間培養後、培養液を 1% FBS 含有αMEM に変更し、挿入したトランスウェル上に各試料を静置
した。12、24、48 および 72 時間後に細胞形態の観察とトリパンブルー染色による細胞生存数
の評価を行った。次に KN-3 を石灰化誘導培地(50µg/ml アスコルビン酸および 10mMβ-グリセ
ロリン酸含有 10%FBSαMEM)を用いて各試料下で培養した後にタンパク質を回収し、Lab 
AssayTMALP(WAKO)によりアルカリフォスファターゼ(ALP)活性を評価した。in vivo 研究：9週
齢雄性 Wistar 系ラットの上顎第一臼歯歯冠近心面に同一規格の窩洞を形成し、K-file（#15）
にて窩洞中心部を点状露髄させた。露髄部を 10% NaClO、3% H2O2および滅菌生理食塩水で洗
浄後、各材料で覆髄し Super-Bond C＆B（サンメディカル株式会社）にて封鎖した。4% パラフ
ォルムアルデヒドによる灌流固定を行い，組織の摘出・脱灰後、4 µm 厚のパラフィン切片を
作成しヘマトキシリン-エオシン(H-E)染色を施し観察した。 
 さらに新規生体活性ガラス添加材を試作し、生体活性ガラス配合セメントに各種の割合で
混和して物理化学的特性、細胞･生体適合性を評価した。in vitro 研究では表面性状、pH 変
化、イオン溶出、そして ISO 規格に基づく硬化時間、稠度、溶解率、エックス線造影性を評価
し、ヒトセメント芽細胞と共培養して Trypan blue 染色、免疫染色、real-time PCR 法による
各種 mRNA 発現量測定、アルカリフォスファターゼ活性測定、および Alizarin red S 染色に
よる石灰化モジュールの検出により細胞への影響を評価した。さらに KN-3 細胞の生存･増殖
能に与える影響を評価した。in vivo 研究ではマウス背部皮下埋入後、H-E 染色および免疫組
織化学的手法により、組織反応を評価した。 
 
③生体活性ガラス配合セメントとレジン系材料との接着性 
 ディスク状に硬化させた生体活性ガラス配合根管シーラー上に配置した規格根管ポストモ
デルに、築造用コンポジットレジン(デュアルキュア型：GC ユニフィルコア EM または光重合
型：i-TFC ルミナスコア LC フロー)を充填の後にファイバーポストを挿入し、直上より 30 秒
間光照射後に１週間繋留し、万能試験機(AGS-H, Shimadzu Corp.)を用いてクロスヘッドスピ
ード 10 mm/min にて剪断強さを測定し、得られた結果を一元分散分析により統計処理を行っ
た。また材料間の接着界面を、走査型電子顕微鏡を用いて観察した。 
 
（２）断髄面および歯髄腔内の洗浄方法の検討 
①プラス帯電性オゾンナノバブル水およびナノバブルオゾン水の応用 
 ブタ感染根管モデルを用いた洗浄効果の確認：E.faicalis (ATCC19433 株)を用いてブタ切
歯感染根管モデルを作成し、プラス帯電性オゾンナノバブル水（平均粒子径：183.8 nm, 濃
度：1.3E+8 Particles ml, 対電極性：(+), 帯電料：平均+18.41±0.10 mV, 半減期：180 day, 
オゾン濃度：1.38 mg/l, 溶媒：生理食塩水）を用いて根管洗浄を行い、洗浄前後に釣菌を行
った。その後、根管内に生理食塩水を充たし、37℃で 2日間好気条件湿潤環境下にて保存後、
再度釣菌を行った。釣菌したサンプルは段階希釈法で細菌数を測定した。また、同様の実験を
生成機にて作成したナノバブルオゾン水（オゾン濃度：5.0±0.1 mg/l, 溶媒：生理食塩水）
でも実施した。 
 バイオフィルムモデルによる殺菌効果の検討：Biofilm Viability Assay Kit（同仁化学）
を用いて、E.faicalis (ATCC19433 株)と BHI 液体培地より作成した 1.0×107 /ml の濃度の菌
液を２，４日後に交換し 6日間培養することでバイオフィルムモデルを作成した。このバイオ
フィルムモデルに１分間試験液を作用させ、WST 試薬を用いて代謝活性を測定した。 
 
②抗菌光線力学療法(antimicrobial photodynamic therapy: aPDT)の応用 
 aPDT による殺菌効果の確認：C.albicans (ATCC10231 株)を 1.0×108 CFU/ml となるまで培
養し、実験に供した。インドシアニングリーン封入ナノ粒子(ICG-Nano/c)は終濃度 10 mg/ml
となるよう調整した。レーザーは温度上昇抑制のためエアーブローにより冷却下(2.0 L/min)
で、試料の上方 10 mm より間欠照射（60 秒間照射、10 秒間休止/サイクル）を行った。その後
段階希釈法により BHI 寒天培地上で各種条件群の生菌数をカウントし、比較検討した。 
 レーザー照射出力および照射時間による殺菌効果の比較：C.albicans (ATCC10231 株)を 1.0



×108 CFU/ml となるまで培養し、レーザー照射条件を照射時間 3分間、RPT モード（Duty cycle 
50%, 100 ms）に設定のうえ、エアーブロー冷却下(2.0 L/min)で間欠照射を行った。照射出力
は 0.7, 1.4, 2.1 W とした。また、照射時間を 1, 3, 5 分間として、同様にレーザー照射を
行った。レーザー照射後に段階希釈法により BHI 寒天培地上で各種条件群の生菌数をカウン
トし、比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）生体活性ガラスの象牙質・歯髄複合体誘導剤への応用に関する研究 
①生体活性ガラスの生体適合性 
 ラット根尖病変モデル（図 1）を作成し、生体活
性ガラス配合根管シーラー(CS-BG)と、比較群であ
る酸化亜鉛ユージノール系根管シーラー（CS-EZN）
および酸化亜鉛非ユージノール系/酸化亜鉛脂肪酸
系根管シーラー（CS-N）を充填し、1 週および 3 週
後に評価を行った。その結果、CS-BG は炎症性細胞
の浸潤や象牙質およびセメント質の吸収状態が軽
度である傾向が示され、根尖病変の縮小（図２）と
新生セメント質添加（図３）が他に比較して優れている
傾向が示された。 
 臨床研究の結果、生体活性ガラス配合根管シーラー
を用いて根管充塡を行った患者において疼痛や違和感
が生じた割合は 1.5%であり、ベースとなった酸化亜鉛
非ユージノール系/酸化亜鉛脂肪酸系根管シーラーを
用いた際の 13.3%を大きく下回った[15]。 
 これらの研究結果から、生体活性ガラスを配合した
セメントは、生体適合性が優れることが確認された。 
 
②生体活性ガラスの歯髄細胞への影響と象牙質誘導能 
 研究 1-1)で用いた生体活性ガラス配合セメント（根管シー
ラー）を用いてラット上顎第一臼歯に直接覆髄を行ったとこ
ろ、覆髄後 14 日で既存の直接覆髄剤である水酸化カルシウ
ム製剤および Mineral trioxide aggregate (MTA)を有意に
上回るデンティンブリッジの形成が確認された（図 4）。その
ため、根管用シーラーとしてではなく覆髄剤としてより適切
な硬化時間や操作性を付与するため、本セメントに添加する
ための生体活性ガラス粒子を主とした添加材料を開発し、in 
vitro および in vivo 研究により直接覆髄剤としての評価を
行った。その結果、現在覆髄剤として Gold Standard とされ
る MTA と比較して歯髄由来細胞に対する細胞毒性が低いう
え、マウス背面皮下埋入試験においても組織為害性は酸化亜鉛ユージノール系セメントよりも
有意に低く、MTA と同等の安全性が確認された。さらにラットを用いた直接覆髄実験においても
MTA と同等以上の象牙質様硬組織の形成誘導能が確認された。さらに適切な操作性と覆髄効果を
発揮する最も優れた生体活性ガラス配合セメントへの新規生体活性ガラス粒子配合粉末材料の
混入割合につき種々の条件を変えて検討し、in vitro および in vivo の両実験にて混入割合の
変化による細胞・組織為害性は認めなかった。さらに混合割合を変化させることで象牙質様硬組
織形成誘導能は変化するもののいずれにおいても MTA と同等以上の効果を発揮することが確認
され、術者の意図する操作性へ任意に調節することも可能であることが確認された。 
 
③生体活性ガラス配合材とレジン系材料との接着性 
 直接覆髄や象牙質・歯髄複合体再生療法では処置後の緊密な封鎖が正否の鍵を握る。現在、こ
れらの処置にはレジン系材料を用いた封鎖が最も信頼性に優れているため多用され、覆髄剤お
よび象牙質・歯髄複合体再生誘導剤とレジン系材料との接着性は重要である。そのため、我々は
生体活性ガラス配合セメントとコンポジットレジン系材料との接着性を確認した。その結果、生
体活性ガラス配合セメントはレジン系シーラーと同様にコンポジットレジン系材料との接着性
を有することが確認された。 
 
 以上の結果から、生体活性ガラスの直接覆髄剤および象牙質・歯髄複合体再生誘導剤としての
可能性が確認された。また、これらの研究成果から生体活性ガラス配合根管用シーラーと生体活
性ガラス配合添加剤が直接覆髄材料としての認可を受け、現在では実際に臨床の場で使用され
ている。 
 
（２）断髄面および歯髄腔内の洗浄方法の検討 
①プラス帯電性オゾンナノバブル水およびナノバブルオゾン水の応用 

図 1：ラット根尖病変モデル 

図 2：根尖病変 図 3：セメント質厚さ 

Ca(OH)2     MTA      CS-BG  
図 4：デンティンブリッジ形成量 



 培養試験においてプラス帯電性オゾンナノバブル水を作用させた群において、E.faecalis は検
出限界以下となった。一方、アンピシリンを作用させた群ではコロニー形成が認められた。代謝
活性試験においてプラス帯電性オゾンナノバブル水はアンピシリンを作用させた群と同等の代
謝活性の低下を認めた。さらにバイオフィルムモデルへの殺菌効果を確認すると、プラス帯電性
オゾンナノバブル水を作用させた群は、バイオフィルムの代謝活性が次亜塩素酸ナトリウム溶
液の群と同等の低下を認めた。一方、アンピシリンを作用させた群においては生理食塩水の群と
同等の代謝活性が認められた。さらに次亜塩素酸ナトリウム溶液やグルコン酸クロルヘキシジ
ン液で洗浄を行った場合は洗浄直後は細菌が検出限界以下になったものの 2 日目には細菌が検
出されたが、プラス帯電性オゾンナノバブル水で洗浄後は 2 日後にも細菌は検出限界以下であ
った。以上より、プラス帯電性オゾンナノバブル水は歯髄腔の清掃剤として既存の薬剤を上回る
有用性を有することが示唆された。 
 続いてナノバブルオゾン水の清掃効果を確認した結果、バイオフィルムモデルへの殺菌効果
は次亜塩素酸ナトリウム溶液およびグルコン酸クロルヘキシジンと同等であり、感染根管モデ
ルでは同等以上の殺菌効果が確認された。 
 
②抗菌光線力学療法(antimicrobial photodynamic therapy: aPDT)の応用 
 aPDT による C.albicans に対する殺菌効果が、出力 0.7W 以上の半導体レーザー照射で確認さ
れた。また、照射出力および照射時間を増加させるとそれに伴い検出細菌は減少したことから、
殺菌効果の増強が示唆された。 
 
 これらの研究結果から、生体為害性等が懸念されている次亜塩素酸ナトリウム液やグルコン
酸クロルヘキシジンに替わる、新たな歯髄腔内・歯髄創面の殺菌・洗浄剤および方法の可能性が
示唆された。 
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