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研究成果の概要（和文）：ケイ酸カルシウム系シーラーであるBio-C sealer、Well-Root ST、EndoSequence BC 
sealerの硬組織誘導能を検討し、これらがカルシウムイオン依存性に骨芽細胞株Kusa-A1細胞の石灰化結節形成
を誘導し、硬組織マーカーの一つであるオステオポンティン発現を促進することを示した。また、リポ多糖で刺
激された株化マクロファージRAW264.7細胞からの炎症性メディエーター産生を抑制した。試作
surface-reaction-type pre-reacted glass-ionomer (S-PRG) filler 含有シーラーにおいても抗炎症能が認め
られた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the hard tissue induction ability of calcium silicate 
sealers, Bio-C sealer, Well-Root ST, and EndoSequence BC sealer. We revealed that they induced 
mineralized nodule formation of osteoblast-like cell line, Kusa-A1 cells in a calcium ion-dependent 
manner, They also promoted mRNA expression of osteopontin, one of the osteoblast markers. The same 
effect was also observed with a surface-reaction-type pre-reacted glass-ionomer (S-PRG) 
filler-containing sealer. 

研究分野：歯内療法

キーワード： 歯髄　歯内療法材料　硬組織誘導　Bio-C sealer　Well-Root ST　EndoSequence BC sealer　S-PRG　抗
炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体傷害性を示さないだけではなく、硬組織誘導能および炎症制御能といった生物活性を有する歯内療法で使用
する様々な材料が近年注目を集めている。今回現在新しく歯内療法に導入されたBio-C sealer、Well-Root ST、
EndoSequence BC sealerの硬組織誘導能および炎症抑制能について検討し、どれもが硬組織誘導能および炎症抑
制能を示したことから臨床においても良好な成績を示すことが期待される。また試作surface-reaction-type 
pre-reacted glass-ionomer filler 含有シーラーにおいても抗炎症能が示され、臨床応用が期待される。

※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。



１．  研究開始当初の背景 
直接覆髄材として水酸化カルシウムが従来 golden standard として使用されてきたが、
近年mineral trioxide aggregate（MTA）が保険診療に導入され、広く使用されている。MTA
の作用メカニズムは基本的には水酸化カルシウムと同様カルシウムイオンの放出であり、
放出されたカルシウムイオンにより硬組織形成が誘導されるといわれている。また、MTA
より放出されるカルシウムイオンによりマクロファージから放出される炎症性メディエー
ター産生量が減少することも報告されている。一方、MTAは歯の変色を引き起こすことが
知られており、審美性が要求される前歯においての使用は注意を要する。このような現状を
踏まえ、硬組織誘導能と炎症制御能を具備する新規歯内療法薬剤の開発を目指す。 
 
２． 研究の目的 
骨芽細胞分化を誘導するとともにマクロファージからの炎症性メディエーター産生を
抑制するような新規歯内療法薬剤の開発を目指す。 
 
３． 研究の方法 
（１）培養細胞 
マウス株化マクロファージであるRAW264.7 細胞は非働化ウシ胎児血清を10%添加した
D-MEM 培地にて培養した。骨芽細胞としての特性を有するマウス骨髄ストローマ細胞由
来の Kusa-A1 細胞は、ウシ胎児血清を 10%添加したαMEM にて培養した。
Lipopolysaccharide （LPS）は 100ng/ml で使用した。 
（２）サンプルの調整 
エポキシレジン系シーラーであるAH Plus Jet (AHP)、ケイ酸カルシウム系シーラーであ
るBio-C sealer (BioC)、Well-Root ST (WST)、EndoSequence BC sealer (BC)、試作 surface-
reaction-type pre-reacted glass-ionomer (S-PRG) filler 含有シーラー(SPRG) を添付書類に
従い練和し、ポリプロピレンディスク(3 mm ｘ φ7.5 mm )に填入後、湿度 100% 37℃の
恒温槽に 48時間放置し、完全に硬化させた。硬化したこれらのサンプルは 3ml の蒸留水に
浸漬し、24時間振とうした後、浸漬した液を 0.45 mのディスクフィルターでろ過しサン
プル液とした。AHPは、ネガティブコントロールとして使用した。 
（３）細胞傷害性 
細胞傷害性の有無はWST-8 Assay (Cell Counting Kit-8。同仁化学研究所)にて検討した。 
（４）カルシウム濃度の測定 
Ca2＋濃度は誘導結合プラズマ発光分光法にて測定した(IC-7000、島津製作所)。 
（５）石灰化結節形成 
-glycerophosphate (5 mM), L-ascorbic acid (0.2 mM)および dexamethasone (1 nM)を
添加した 10%FBS含有αMEM培地を石灰化誘導培地として使用した。 
（６）RT-PCR 



RNA抽出にはQuickGene RNA抽出キット（Fujifilm）を使用し、相補的DNA作成には
PrimeScript 逆転写酵素キット（TaKaRa）を使用し、RT-qPCRにはGoTaq qPCR Master 
Mix（Promega）および特異的プライマーを用いCFX-96（Bio-Rad）にて解析した。内部標
準としてはactin を用い、相対遺伝子発現値はΔΔCT 法を使用して求めた。 
（７）統計 
グループ間の比較は、One-way ANOVA および Tukey-Kramer test にて検討し、有意水
準は p<0.05 に設定した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞傷害性 
Kusa-A1 を用いて、AHP、BioC、WST、BC に対する細胞傷害性を検討した。その結果
AHP、BioC、WST、BC抽出液の 4 倍溶液は、どれも細胞傷害性を示さなかった。逆に、
BioC、WST、BC は細胞増殖を促進した。また S-PRG の 2 倍溶液は、RAW-264.7 におい
て細胞傷害性をしめしたが、4倍希釈溶液には細胞傷害性は認められなかった。（*:p<0.05, 
**: p<0.001、 ***：p<0.005） 

  
 
（２）カルシウム濃度 
AH からのカルシウム放出はほとんど認め
られなかったが、BioC、WST、BCからは高い
Ca2+リリースが確認された。 
 
 
（３）石灰化結節形成 
AHP はほとんど石灰化結節誘導能を示さなかったが、BioC、WST、BCは有意に Kusa-
A1 の石灰化結節を誘導した（*: p<0.05, ***: p<0.005）。 



BioC、WST、BCから放出されたカルシウムイオンのモル濃度は 7.3-22mMに相当する。
塩化カルシウム溶液を作成し、5, 10, 20ｍM/L の石灰化結節誘導能を検討したところ、有
意に高い石灰化結節誘導能が確認された（**: p<0.01, ***:p<0.005）。以上の結果は、BioC、
WST、BCによる石灰化結節誘導が、それらから放出されるカルシウムイオンに依存してい
る可能性が高いことを示している。 

 
 
（４）RT-PCR 
AHP は代表的な骨芽細胞マーカーである
オステオポンティン（Opn）およびオステオ
カルシン（Oc）発現を誘導しなかったが、
BioC、WST、BCはOpn発現を有意に誘導
した。またWSTはOc 発現を有意に誘導し
た。（*: p<0.05, **: p<0.01, ***:p<0.005） 
塩化カルシウム 10 および 20mM は Opn 発
現を有意に誘導した。しかし、Oc 発現はほと
んど影響しなかった。BioC、WST、BCのOpn
発現誘導は、それらから放出されるカルシウム
イオンによるものと推察される。一方Oc 発現
におけるカルシウムイオンの影響については
今後さらに検討が必要と思われる。（*: p<0.05）  



LPS刺激によりRAW264.7 から
の炎症性メディエーターIL1a、
IL6、TNFaのｍRNA発現が誘導さ
れたが、それらは SPRG により抑
制された。 
 SPRG から放出される各種イオ
ンが LPSにより誘導された IL1a、
IL6、TNFa産生を抑制したと推察
される。次にホウ酸（B）、ストロン
チウム（Sr）、亜鉛（Zn）およびフッ素（F）の溶液を
作成し炎症性メディエーター産生への影響を検討し
たところ、亜鉛（Zn）により、IL1a、IL6、TNFaの
ｍRNA発現が有意に抑制された。さらに Zn2+のキレ
ート剤 PTEN を添加したところ、SPRGおよび Zn2+

にて誘導された抑制効果が解除された。以上の結果よ
り、SPRGによる炎症性メディエーター産生抑制効果
は、SPRGに含まれる亜鉛イオンによるものと推察さ
れた。(*: p<0.05) 

 
 BioC、WST、BCの結果は、Jouranal of Dental Science 誌に（１）、SPRGの結果はDental 
Materials Journal 誌（２）に発表した。 
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