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研究成果の概要（和文）：炭酸リチウム貼薬群では，コントロール群と比較して根尖病変の治癒促進が認められ
た。炭酸リチウムの根管貼薬による根尖病変治癒促進のメカニズムは，まず，Wnt/β-catenin シグナル伝達経
路が活性化することがきっかけとなる。これに引き続き，M1 マクロファージの分化抑制，M2 マクロファージの
分化促進，制御性 T 細胞の分化誘導が起こり，免疫系の制御が行われる。これらの機序が働くことで，根尖病
変内の炎症状態が早期に収束し，抗炎症状態へ移行，治癒に適した環境が整えられたと考えられる。そして，骨
芽細胞の分化が誘導されることにより，硬組織の形成がすすみ，根尖病変体積の縮小が促進されたと考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：The application of Li2CO3 into root canals showed the healing ability for 
apical periodontitis. The application of Li2CO3 into root canal induced the appearance of 
CD68/CD206-double positive cells and Foxp3-positive cells in the rats’ periapical lesions at an 
early stage of inflammation. After 24 h of Li2CO3 application, Axin2-positive cells were observed in
 the periapical lesions. Our findings demonstrated that Li2CO3 activates the Wnt/β-catenin 
signaling pathway and immediately induces the healing process. From our results, we propose that 
Li2CO3 could be used as an effective novel root canal medicament for apical periodontitis.

研究分野： 保存治療系歯学関連

キーワード： 根管貼薬剤　Wnt/β-catenin シグナル伝達経路　炭酸リチウム

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの根管貼薬剤は, 主に起炎細菌の殺菌・静菌を目的に開発されてきたのに対し，本研究は，宿主細胞内
シグナル伝達経路を活性化して, 病変の治癒を賦活化する根管貼薬剤を開発するというものである。研究の結
果，炭酸リチウムはWnt/β-catenin シグナル伝達経路を活性化し，M1 マクロファージの分化抑制，M2 マクロ
ファージの分化促進，制御性 T 細胞の分化誘導がおこり，治癒に適した環境が整えられた。そして，硬組織の
形成も誘導された結果，根尖病変体積が縮小した。本研究成果により，歯根端切除術を回避できる症例が増える
ことが予測され，超高齢社会において，大きなメリットをもたらすと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムプロジェクトにより,ヒトの全ゲノム配列が明らかになっていくうちに，個々のヒ
ト遺伝子配列は異なることがわかってきた（1000 塩基に 1 つの割合）．さらにその配列の違い
（一塩基多型 ：single nucleotide polymorphism, SNP と呼ばれる) は，さまざまな慢性疾患
（糖尿病や歯周病など）の発症と関連性があることが判明してきている．根尖性歯周炎について
は，欧米系や南米系の人種における関連遺伝子についての報告がある(Morsani JM et al., JOE, 
2011, Mnezes-Silva R et al., JOE, 2012)．しかしながら，アジア系人種における報告はなか
った．そこで，日本人における関連遺伝子を検索したところ，Wnt シグナル伝達経路に属する LRP5 
遺伝子上の SNP が，根尖病変の形成と関連性があることを明らかにした．ところで，Wnt シグナ
ル伝達経路は，Wnt と LRP5 が結合すると細胞内経路が活性化され核内に信号（シグナル）が伝
わり，免疫応答や骨代謝を誘導する．そして，Li イオンは，強制的に Wnt シグナル伝達経路を
活性化することがわかっており，古典的に塩化リチウムが活性化する薬剤として用いられてい
る．そこで，Wnt シグナル伝達経路を強制的に活性化する塩化リチウムの根尖病変形成への関与
について，実験動物をもちいた in vivo 実験系にて解析したところ，塩化リチウムには根尖病
変の治癒を促進する働きがあることを突き止めた．そこで，すでに抗うつ剤として処方され，安
全性が担保されている炭酸リチウムを Li イオンをリリースする根管貼薬剤として用いた場合，
根尖病変を同様に治癒へと導くことができるかどうか検索することにした． 
 
２．研究の目的 
 これまでの根管治療は，根管清掃や水酸化カルシウム貼薬などにより起炎細菌の除去に焦点
が当てられており，大きな根尖病変への対応には限界があり，歯根端切除術に代表される外科的
歯内療法の適応となっている．それに対し，本研究は，宿主細胞内シグナル伝達経路（Wnt シグ
ナル伝達経路）をターゲットにしたバイオアクティブな根管貼薬剤により, 免疫・骨代謝（病変
の治癒）を賦活化し，根尖病変の治癒を誘導する新たな根管治療システムを提案するものである．
この新システムを構築できれば，侵襲性の高い外科的処置を回避できる症例が増えるため，超高
齢社会において，増え続ける全身疾患を抱える高齢者に対し，非常に大きなメリットをもたらす
と考えている．先行研究により，根尖性歯周炎モデルマウスに塩化リチウムを根管貼薬剤として
用いたところ，根尖病変の治癒を促進するという結果が得られている．そこで，すでに抗うつ剤
として処方され，安全性が担保されている炭酸リチウムを根管貼薬剤として用いた場合，塩化リ
チウムと同等の効果を有するのか検証したい．  
 
３．研究の方法 
（１）炭酸リチウム根管貼薬の有効濃度の検索 
 本研究における動物実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会承認のもと，大阪大学
動物実験規定に則って実施した（承認番号：動歯-26-011-0）．実験的根尖病変の形成は， Kawahara 
らおよび Kuremoto らの方法に則っておこなった．10 週齢雄の Wistar 系ラット（日本クレア，
東京）に対し，ドミトール®（0.15 mg/kg；日本全薬工業, 福島），ドルミカム®（2 mg/kg；アス
テラス製薬, 東京），ベトルファール®（2.5 mg/kg；Meiji Seika ファルマ, 東京）の 3 種混合
麻酔薬の腹腔内投与にて全身麻酔をおこなった．下顎両側第一臼歯を#1/2 ラウンドバー
（Dentsply, Ballaigues, Switzerland）と電気エンジン（VIVAMATE G5®; NSK, 栃木）を用いて
咬合面近心窩から露髄させ，#8 K ファイル（Dentsply）にて近心根を穿通した．そして被験歯
を 4 週間開放状態で放置することにより，実験的に根尖性歯周炎を惹起させた． 
ラットに対する感染根管治療は，Yoneda らおよび Matsui らの方法に則っておこなった．露髄 

4 週間後，ラット用にオーダーメイドしたラバーダムクランプ（YDM, 東京）とラバーダムシー
ト（Heraeus Kulzer, Hanau, Germany）で被験歯にラバーダム防湿を施して，以下に示す感染根
管治療をおこなった．なお，以下の処置はすべてマイクロスコープ（Stemi DV4 SPOT®; Carl 
Zeiss, Oberkochen, Germany）下で拡大視野にておこなった．まず，#1/2 ラウンドバーにて髄
腔開拡後，下顎第一臼歯近心根を #8 K ファイルにて穿通し，電気的根管長測定器（Root ZX®; 
モリタ, 大阪）で 0.5 値を測定して作業長とした．最終拡大号数は #20 とし，2.5% 次亜塩素
酸ナトリウム水溶液にて根管洗浄後，滅菌ペーパーポイントにて根管乾燥を行い，各種貼薬剤を
根管内に填入した．炭酸リチウム貼薬群には 0.001%，0.01%，0.1%，1% 炭酸リチウム配合根管
貼薬剤を，対照群には水酸化カルシウム製剤（カルシペックス®Ⅱ; 日本歯科薬品，山口）もし
くはブランク（貼薬剤ペーストの基材のみ）をそれぞれ根管貼薬し，ボンディング材（クリアフ
ィル®ユニバーサルボンド Quick; クラレノリタケデンタル, 東京）にて接着処理後，コンポジ
ットレジン（MI フロー®; GC, 東京）にて歯髄腔を封鎖した．最後に，被験歯の破折防止のため，
上顎両側第一臼歯を抜去した．各群 n= 4 として，以下の解析をおこなった． 
 上記の実験に供したラットは，感染根管治療前および処置後 1 週，2 週，3 週，4 週の時点
で，下顎第一臼歯およびその周囲のマイクロ CT（R_mCT2; RIGAKU, 東京）撮影をおこなった．
撮影条件は管電圧 90 kV，管電流 160μA，スライス幅 10μm とした．得られた画像は画像解析



ソフトウェア（TRI3D-BON; RATOK, 東京）を用いて解析し，根尖部透過像の体積を根尖病変体積
として Yoneda らおよび Kalatzis-Sousa らの方法に準じて根尖病変体積を測定した．病変体積
の統計学的有意差検定には，one-way ANOVA および Tukey-Kramer 法を用いた． 
（２）炭酸リチウム根管貼薬の安全性についての検証 
10 週齢雄の Wistar 系ラット（日本クレア）に対し，前項までと同様の方法により下顎両側

第一臼歯を露髄させ，4週間口腔内に曝露した．4週間経過した後，ラットを炭酸リチウム根管
貼薬群と全身投与群の 2 群に分け（各群 n=4），根管貼薬群には 12％ 炭酸リチウム配合根管貼
薬剤を貼薬し，全身投与群には 74mg/kg（2mEq/kg）の濃度となるよう，炭酸リチウムを生理食
塩水に溶解して腹腔内に投与した．上記処置を施したラットから，1，3，6，12，24，48，72 時
間の時点で鎖骨下静脈より血液を採取した．採取した血液は室温にて 20 分間静置し，4℃，1000
×g にて 20 分間遠心分離を行い，血清成分を得た．リチウムイオン濃度は，リチウム測定キッ
ト：メタロアッセイ™ リチウム測定 LS（LI01M; Metallogenics, 千葉）を用い，マイクロプレ
ートリーダー（Wallac 1420 ARVO MX; PerkinElmer, Waltham, MA, USA）にて主波長 550nm に
おける吸光度を測定することにより算出した． 
（３）炭酸リチウム根管貼薬による根尖病変治癒メカニズムの組織学的検索 
貼薬処置後 24 時間，1週，2週，3週，4週の時点で，Periodate Lysine Paraformaldehyde

（PLP）固定液（富士フイルム和光純薬）にて灌流固定後，下顎骨を摘出し，さらに同固定液に
て 24 時間浸漬固定をおこなった．その後，脱灰液にて 4℃ で 4 時間脱灰処理を施し，O.C.T コ
ンパウンド（サクラファインテック, 東京）に包埋し，クライオスタット（CM3050S; Leica）に
て厚さ 14μmの薄切切片を作製した．得られた切片は，10% ヤギ正常血清にて室温で 60 分間
ブロッキングをおこなった後，各一次抗体を 4℃で一晩反応させた．使用した抗体の希釈倍率は
それぞれ，1 : 500 ; Axin2（ab32197; abcam, Cambridge, UK），1 : 1000 ; Foxp3（NB100-
39002; Novus Biologicals, Centennial, CO, USA），1 : 500 ; CD86（bs-1035R; Bioss, Boston, 
MA,USA）とした．一次抗体との反応後，TBST にて洗浄し，VECTASTAIN® Elite® ABC Kit（VECTOR 
LABORATORIES, Burlingame, CA, USA），DAB（ImmPACT® DAB; VECTOR LABORATORIES）を用いてシ
グナルの検出をおこなった．対比染色として Mayer ヘマトキシリン液にて核染色をおこなった
のち，光学顕微鏡にて観察した． 
また，蛍光免疫染色に際しては，同上のブロッキング操作後，希釈倍率 1 : 500 にて CD68

（ab125212; abcam）に対する一次抗体を 4℃で一晩反応させた．TBST による洗浄後，ビオチン
化二次抗体を付加し，APC-streptavidin（405207; BioLegend, San Diego, CA, USA）を室温で 
15 分間反応させた．さらに MRC1（bs-4727R-FITC; Bioss）に対する FITC 標識抗体を希釈倍率 
1 : 200 にて室温で 60 分反応させ，二重染色をおこなった．染色後の切片は蛍光顕微鏡（BZ-
X800; KEYENCE）にて観察をおこなった． 
 
４．研究成果 
（１）炭酸リチウム根管貼薬の有効濃度の検索 

炭酸リチウムを根管貼薬後 1 週の時点では，どの群間にも根尖病変体積に有意差は認められ
なかったが，根管貼薬後 2週および 3 週の時点では，すべての濃度の炭酸リチウム群はブラン
ク群と比較して，有意差をもって根尖病変体積が縮小していた（図 1）．また，根管貼薬後 4週
においては，ブランク群とすべての炭酸リチウム群との間に有意差が認められたが，0.001％ 炭
酸リチウム群は 0.01% 以上の濃度の炭酸リチウム群と比較して，有意差をもって病変体積が大
きかった（図 1）．これらの結果から，炭酸リチウム濃度が 0.01% 以上では根管貼薬剤はほぼ同
等の効果を示すが， 0.001％ 以下ではその効果が減弱することがわかった． 

図 1 炭酸リチウム根管貼薬の有効濃度の検索結果 



（２）炭酸リチウム根管貼薬の安全性についての検証 
血中リチウムイオン濃度を経時的に計測した結果，炭酸リチウムの腹腔内投与群では，投与後 

1 時間で血中リチウムイオン濃度の一過性の上昇を認めたが，その後は徐々に濃度が低下し，72 
時間まで低下し続けた（図２）．一方，根管貼薬群では，貼薬後 1 時間から 72 時間まで，血中
リチウムイオン濃度は検出試薬の検出限界濃度以下であった（図２）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 炭酸リチウム根管貼薬の安全性についての検証結果 
 
（３）炭酸リチウム根管貼薬による根尖病変治癒メカニズムの組織学的検索 
根管貼薬後 24 時間の試料において， Wnt-βcatenin シグナルのターゲット遺伝子である 

Axin2 陽性細胞が，炭酸リチウム群ではブランク群と比較して根尖病変内に多く認められた（図 
３）．本結果から，炭酸リチウムの根管貼薬は，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を活性化し，
免疫応答や骨代謝に関わる因子に影響を与え，治癒を促していることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図３ 根管貼薬後 24 時間における Axin2 に対する免疫組織化学染色像 

A:歯槽骨，PL:根尖病変，R:下顎第一臼歯近心根 
 

また，根管貼薬後 1，2，3週の試料において， M1 マクロファージのマーカー分子である CD86 
陽性細胞が，ブランク群では根尖病変内に多く認められたが，炭酸リチウム群ではほとんど認め
られなかった（図４）．根管貼薬後 4週の試料においては，いずれの群でも病変内に CD86 陽性
細胞は認められなかった（図４）． 

図４ 根管貼薬後１週から４週における CD86 に対する免疫組織化学染色像 
A:歯槽骨，PL:根尖病変，R:下顎第一臼歯近心根 



 一方で，根管貼薬後 1週から 4週にかけて，CD68，CD206 がダブルポジティブである M2 マク
ロファージが，炭酸リチウム群ではブランク群と比較して，根尖病変内により多く認められた
（図５）． 

図５ 根管貼薬後１週から４週における CD６８（赤色），CD２０６（緑色）に対する免疫組織化学染色像 
PL:根尖病変，R:下顎第一臼歯近心根 

また，根管貼薬後 1，2，3週の試料において，制御性 T 細胞のマスター転写因子でありマー
カー分子である Foxp3 陽性細胞が，炭酸リチウム群では根尖病変内に認められたが，ブランク
群ではほとんど認められなかった．根管貼薬後 4 週の試料においては，いずれの群でも病変内
に Foxp3 陽性細胞が認められるようになった（図６）． 

図６ 根管貼薬後１週から４週における Foxp3 に対する免疫組織化学染色像 
A:歯槽骨，PL:根尖病変，R:下顎第一臼歯近心根 

以上のことから，炭酸リチウムの根管貼薬による根尖病変治癒促進のメカニズムは，まず，
Wnt/β-catenin シグナル伝達経路が活性化することがきっかけとなる．これに引き続き，M1 マ
クロファージの分化抑制，M2 マクロファージの分化促進，制御性 T 細胞の分化誘導が起こり，
免疫系の制御が行われる．これらの機序が働くことで，根尖病変内の炎症状態が早期に収束し，
抗炎症状態へ移行，治癒に適した環境が整えられたと考えられる．そして，骨芽細胞の分化が誘
導されることにより，硬組織の形成が引き起こされ根尖病変体積の縮小が促進されたと考えら
れる． 
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