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研究成果の概要（和文）：試作リン酸カルシウムセメント(CPC)を直接覆髄材として応用
したところ、水酸化カルシウム製剤と同等のデンティンブリッジの形成能を認めた。
デンティンブリッジ形成時に歯髄ではアポトーシスが認められ、アポトーシス細胞は 
約６０％が胞体内にアポトーシスを起こしている、あるいはアポトーシス細胞を貪食している
単球・大食球系細胞で、残りはアポトーシスを起こした歯髄細胞と考える。試作 CPC は骨補填
材としてハイドロキシアパタイトより優れた硬組織の形成能を示さなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： The dentin bridge formation was observed when a new calcium 
phosphate cement (CPC) that contained bioactive glasses was used as a pulp capping agent. 
And there was no significant difference in the ability of dentin bridge formation between 
the new CPC and a calcium hydroxide.  Some apoptic cells were observed in the pulp during 
dentin bridge formation. It was suggested that about 60% of apoptic cells should be 
monocytes/macrophages, which contained TUNEL+ nucleus, and the rest should be pulp cells.  
The new CPC did not make a significant difference in the new bone formation compared with 
hydroxyapatite as a bone grafting material. 
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１．研究開始当初の背景 

生体活性ガラス (以下 BAG)は、いわゆる生体

活性セラミックスの１つで骨伝導能を有し

骨の形成を促す。BAG には 他の生体活性セ

ラミックスと異なり骨芽細胞を刺激する能

力もある（schepers, 1991）。BAG を直接覆髄

材として用いた実験では、形成されたデンテ

ィンブリッジは緻密でなく多孔性であった。

これは粒子間の肉芽組織の残存によるもの

と考えられる。また 骨内に埋入した場合で

もすべての BAG粒子が硬組織形成に関与する

わけではなく，一部は異物巨細胞，大食球に

貪食されており慢性炎症が長期例でも認め

られた。BAG 粒子自体は 組織液に触れても

融合硬化せず 一部は組織中に拡散してし

まうこと、粒子径が小さいものは異物反応を
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起こしやすいことが原因と考えられる。 

そこで、これらの BAG粒子の欠点を補うため，

コンポジットレジンのフィラーの様に 基材

の中に BAG粒子を埋入させて使用してみよう

と考えた。基材としてリン酸カルシウムセメ

ント (以下 CPC) を選んだ。CPC は， 

Ca4(PO4)2O と CaHPO4 を水と混ぜて硬化させ

るものでハイドロキシアパタイト（以下 HAP）

が最終生成物であり，覆髄材として用いた場

合、組織の壊死層がほとんど形成されずにデ

ンティンブリッジを作ることができると

されている。しかし，水酸化カルシウムと比

較してその象牙質誘導能は劣るという報告

もあり，この CPC の欠点を BAG 粒子の骨伝導

能と細胞活性能で補えないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

試作 BAG 添加 CPC の、以下の目的での応用を

検討する。 

（１）直接覆髄剤として ①現在直接覆髄材

として水酸化カルシウム製剤がよく用いられ

ている。対照である水酸化カルシウムと 壊

死層の形成量、炎症の程度・継続時間、修復

象牙質の形成量・形成状態を比較し 覆髄材

として応用可能か検討する。 

②修復象牙質形成過程において、免疫細胞（特

に Mφ 系細胞）の動態を調べ、アポトーシス

細胞の発現時期・状態を検索する。 

 

（２）骨補填材として 人工的に骨欠損部を

作り、試作 CPC の骨伝導能を HAP と比較する。 

 

３．研究の方法 

（１）試作CPCの作成・生体親和性の検索 

BAG:CPC=30:70(wt%) とする。予備実験で 

重量比30%での混和が操作性を考慮したうえ

での最大BAG混和量であることを確認した。 

BAG 100%，試作 CPC， CPC100% の 3 群につ

き SD 系 Rat 7 週齢♂を 5匹ずつ（計 15 匹）

使用し、その背部皮下４箇所に包埋した。4

週後に屠殺してパラフィン切片標本を作製

し、HE 染色後光学顕微鏡で生体反応を観察し

た。 

（２）直接覆髄材としての応用 SD 系 Rat 5

週齢♂30 匹の上顎左右第一臼歯冠部歯髄を

除去して根管口で歯髄を切断し、対照 

Ca(OH)2（カルビタール）、試作 CPC で覆髄し

た 。1 日、3 日、7 日、10 日、14 日，21 日

後に屠殺した後、PLP 固定液で固定 EDTA 脱灰

し、凍結切片を作製した。HE 染色・免疫組織

化学的染色（ED1・ED2 共に serotec 社）・TUNEL

法（in situ apoptosis detection kit, TaKaRa

社）による二重染色を施し光学顕微鏡で観察

した。陽性細胞数を光学顕微鏡視野内で定量

し、統計学的処理を行った。 

 

（３）骨補填材としての応用 一般的な骨欠

損として SD 系 Rat 5 週齢♂の左右頭頂骨に

トレフィンバーで直径 4.3mm の穴をあけ、右

側の欠損部に HAP あるいは試作 CPC を埋入し、

左側の欠損部には 何も埋入せず対照とし

た。術直後・1週・2 週・4週・8 週後に屠殺

しパラフィン切片を作製した。切片に対し HE 

染色・免疫組織化学的染色を施し光学顕微鏡

で観察した。 

 

４．研究成果 

（１）試作CPCの作成・生体親和性の検索 
試作 CPC、BAG、CPC のいずれにおいても
試料周囲は線維化され僅かに慢性の炎
症性細胞浸潤を認めるのみであった。以
上から、試作 CPC は BAG や CPC と同じく
優れた生体親和性を持つ可能性が示唆
された。 

 

（２）直接覆髄材としての応用 ①覆髄処

置後３週でパラフィン切片標本を作製

し治癒状態を検索したところ、試作 CPC

は対照群をほぼ同じデンティンブリッ

ジ形成頻度を示した。水酸化カルシウム

製剤では硬組織直下に壊死層の形成が

認められたのに対し、試作 CPC では明ら

かな壊死層の出現は認められなかった。

デンティンブリッジ形成量は対照と比

較して有意差は認められなかった。（図

１） 

 

②アポトーシスを TUNEL 法により検出し

た。覆髄 14 日後に認められた TUNEL＋細胞は 

全 TUNEL＋細胞の約 60%が ED1＋であり残り

約 40%が ED1－だった。TUNEL＋/ED1＋細胞は 

大部分が胞体内に TUNEL＋の核のみを持つ細

胞で，同様の TUNEL＋/ED2＋細胞もごく僅か

に認められた。これは単球・大食球系細胞が

アポトーシスを起こしている所見と考えら

れる。 



 

 

 

図１．試作 CPC 覆髄後 21 日に形成 

された dentin bridge(DB)  

 

図２．覆髄後 2 週の TUNEL 陽性細胞（黒色）

と ED1 陽性大食球（褐色） 

図３．ED1+で TUNEL＋の核のみを持つ 

細胞 

また 胞体内に TUNEL＋の核と TUNEL－の

核の二つを持つ細胞は，アポトーシスを起こ

した細胞を貪食している単球・大食球系の細

胞と考える。（図４） 

 

図４．ED1+で TUNEL+と TUNEL－の二つの核を

持つ細胞 

 

 約 40%の TUNEL＋/ED1－細胞は アポトー

シスを生じた ED1－の細胞か あるいはアポ

トーシスにより ED1 の抗原が消失した単球・

大食球であることが予想される。TUNEL 法で

実際生じているアポトーシス細胞の何パー

セントが検出できているのか解らないが，覆

髄 2 週後の TUNEL＋細胞全てが消失しても 

正常時の ED1＋細胞数とはかなり差があるた

め，単球の血管内への流入も ED1＋細胞数減

尐に関与している可能性も考えられる。覆髄

2 週後では，炎症反応はほぼ消失し，修復象

牙質の形成が認められた。TUNEL＋細胞は認

められず ED1＋細胞数も減尐し 正常時の数

値に近づいていた。歯髄の創傷治癒過程で歯

髄内の細胞のアポトーシスが生じているこ

と、そして その一部は 大食球系の細胞で

ある可能性が示唆された。 

図５．覆髄後 2週の ED2 陽性細胞と TUNEL 陽

性細胞 

 



 

 

ED2+細胞は治癒過程を通じて細胞数に有意

な変化はなく、TUNEL+/ED2＋細胞は量的に尐

なかった。 

 

（３）骨補填材としての応用  

対照群では、1 週後に欠損周囲から骨芽細

胞による類骨形成を認めたが、欠損の中央部

は肉芽組織のままで８週後でも骨の形成お

よび欠損部の容積の回復は起こらなかった。

しかし、HAP や試作 CPC を充填した群では欠

損部の容積が維持され、粒子の周囲には欠損

周囲から新生骨が伸びてきた。（図６、７） 

図６．ラット頭頂骨の骨欠損に試作 CPC

埋入後４週の組織像 

図７．図６の□枠内の拡大像 BAG 粒子

(B）と新生骨（□）骨芽細胞（矢印） 

 

試作 CPC 粒子周囲には、紡錘形の細胞

が多層性に配列し、一部には多核の巨細

胞も認められた。金本らの報告(1991)で

は、この巨細胞は破骨細胞の特徴を示す

とされている。 

新生骨の形成量は、HAP と試作 CPC と

で有意な差が認められなかった。 

 

まとめ 

・BAG 粒子を含有させた試作 CPC は良好

な生体親和性を示したが、デンティンブ

リッジ形成能は水酸化カルシウム製剤

より優れた成績を示せなかった。 

・骨補填材としては、頭頂骨の骨欠損モ

デルにおいて、欠損部の硬組織形成を

HAP と同程度に促進する可能性が示され

た。 

・覆髄後の歯髄において、歯髄細胞のア

ポトーシスに加えて、浸潤してきた単球

系細胞の一部もアポトーシスを生じて

いる可能性が示唆された。 
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