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研究成果の概要（和文）：歯内治療の代表的なセメントであるMineral Trioxide Aggregate (MTA)は，硬化時間の短縮
や操作性の改善などの問題点が指摘されている。本研究の目的は，これらを改善したセメントを開発し基礎的解析を行
うことである。
　リン酸カルシウムセメント（CPC）を改良し，MTAの欠点である硬化時間や操作性を向上させたPremixed CPCやフルオ
ロアパタイト形成CPCを試作し，骨芽細胞や実験動物を使用して解析を実施した。その結果，本セメントは細胞増殖，
アルカリフォスファターゼ活性，石灰化に及ぼす影響および組織内での炎症反応などはMTAと同程度であり，本材料の
有用性が確認された。

研究成果の概要（英文）：Mineral Trioxide Aggregate (MTA) has been in widespread use as endodontic cements.
 However, MTA has disadvantages: it does not have good handling property, and the setting time is relative
ly long. The aim of this study is to develope new endodontic cements.
   Calcium phosphate cements (CPCs) has been improved for good handling property and short setting time; P
remixed CPC and Fluorapatite forming CPC. Mineralizing ability in osteoblasts and rat subcutaneous tissue 
response of CPCs were evaluated when compared to MTA. These CPCs indicated the same cell proliferation, al
kaline phosphatase activity, mineralized nodule formation, and calcium contents in nodules as those of MTA
. Theese results suggest that these CPCs has the possibility of novel endodontic cement.
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１．研究開始当初の背景 
 
従来より歯内療法領域の充塡材料として

は，アマルガム，酸化亜鉛ユージノールセメ
ント，水酸化カルシウム，グラスアイオノマ
ーセメントおよびコンポジットレジンなど
が，症例によって適宜選択使用されてきた。
1990 年代に入ると Torabinejad らにより開
発された歯内治療用セメント MTA が高い生
体親和性と辺縁封鎖性を持つことから，多く
の症例に使用可能との報告が示された
（ Torabinejad M et al., J Endod 
1999;25:197-205）。近年では，その範囲は
逆根管充塡，穿孔封鎖，直接覆髄および根未
完成歯の根管充塡など多岐にわたっている。
しかしながら，実際の臨床使用時の硬化時間
は約 3時間を要するため他のセメントと比較
すると最も長いことや，MTA 混和後の状態
は狭小な場所に充塡するには不向きである
ため操作性の改善などが指摘されている
（Johnson BR, Oral Med Oral Pathol Oral 
Radiol Endod 1999;87:398-404）。また，
MTA が生体に及ぼす影響に関しては，in 
vitro および in vivo レベルで細胞培養実験
（ Camilleri J et al., Int Endod J 
2004;37:699-704）および動物実験（Ham KA 
et al. J Endod 2005;31:275-279）などが行わ
れてきたが，そのメカニズムついては不明な
点が多い。さらにイギリスの小児歯科に携わ
る歯科医師に対して行ったアンケート結果
では，「MTA は高価である」と考える歯科
医 師 が 全 体 の 63.6% で あ る と の 報 告
（ Mooney GC et al., Dent Traumatol 
2008;24:65-69）で見られるように，MTA は
比較的高価な材料という認識がある。したが
って，これらの問題点を解決した新たな歯内
治療用セメントの開発は臨床上非常に有用
であると考える。 

一方，研究代表者は MTA の直接覆髄材と
しての有用性についてヒト歯髄細胞や実験
動物を使用した基礎的研究を行っており，水
酸化カルシウム製材と比較して優れた硬組
織形成作用と高い細胞遊走能ならびに細胞
増殖能があり，遊離するカルシウムイオンが
関与することをこれまでに明らかにした
（ Hayashi M et al., Int Endod J 
2006;39:415-422，林 誠 他, 日歯保存誌 
2006;49:159-167，林 誠 他 , 日大歯学 
2007;81:145-150）。そこでカルシウムイオ
ンが遊離する可能性のある材料としてフッ
素 の 含 有 さ れ た Calcium Phosphate 
Cement（CPC）や近年開発されたアパタイ
ト材料など新規材料に焦点をあて，実験動物
に埋入して優れた生体内安定性と生体親和
性を認めた（Hayashi M et al., J Res Natl Inst 
Stand Technol 2010;115;267-276，林 誠 
他,日大歯学 2010;84:93-96）。さらに，硬組
織 形 成に関 与 すると 考 えられ て い る
5-aminoimidazole-4-carboxamide-1--4-rib
ofuranoside（AICAR）にも着目し，ヒト歯

髄細胞に与える影響について検討し，分化を
促進する可能性についても検討した（林 誠 
他, 日大歯学 2010;84:81-84）。 
そこで次の研究段階として，これらの材料

を応用し，直接覆髄のみではなく歯内療法全
般に使用できる新しい歯内治療用セメント
の開発の必要性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景から新しい歯内治療用セメン

トの開発のため，これらの材料を用いた硬組
織形成細胞に及ぼす影響について細胞培養
実験を，また実際の歯内処置における生体内
反応については動物実験を行い，in vitro お
よび in vivo の両視点から検証することが本
実験の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 供試材料 
試験材料として前述した各種CPCなどを

使用し，対照試料としては現在広く用いられ
ている歯内治療用セメントのMTAや強化型
酸化亜鉛ユージノールセメントなどを使用
した。 
(2) 培養細胞 
使用する硬組織形成細胞は，骨芽細胞株

（ ラ ッ ト 骨 肉 腫 由 来 の 株 化 骨 芽 細 胞
ROS17/2.8）として，研究代表者がこれまで
行ってきた方法（林 誠  他 ,日大歯学 
2010;84:93-96）にて行った。すなわち無菌条
件下にて，10% FBS，抗生物質を含む-MEM
にて37℃，5%CO2存在下で継代培養を行った。 
(3) 培養方法 
培養にはマルチウェルプレート内にセル

カルチャーインサートを設置し，その底部に
供試材料を設置した。その後ウェル内に細胞
を播種して材料のない細胞だけのものをコ
ントロールとした。 

 
 
(4) 細胞の増殖に与える影響 
被検材料が細胞増殖に与える影響をCell 

Counting Kitを使用して経時的に計測した。 
(5) 細胞のアルカリフォスファターゼ活性
に与える影響 

Paranitrophenol-phosphateを利用した比
色法にてアルカリフォスファターゼ活性を
経時的に計測した。 
(6) 細胞分化マーカーの遺伝子・タンパク質
発現に及ぼす影響 



未分化間葉系細胞が供試材料によって硬
組織形成を促すように分化誘導されること
は，歯内治療用セメントにおいて重要な要素
である。そこで未分化間葉系細胞の分化を免
疫組織学的検索およびCbfa/Runx2，アルカリ
フォスファターゼ，BMP，BMPレセプター
な ど の 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 発 現 を
Real-time PCR法とWestern blot法にて解析
した。また，共焦点レーザー顕微鏡にて分化
に関与すると考えられるカルシウムイオン
濃度を測定した。 
(7) 実験動物を使用した病理組織学的検索 
全身麻酔下において雄性ラット（約300g）

の皮下組織に供試材料を埋入し，組織反応を
HE染色にて病理組織学的検索を行った。さら
に上顎臼歯部に歯内療法処置（穿孔部封鎖，
直接覆髄および生活歯髄切断など）を供試材
料にて施行し，病理組織学的検索を同様に行
った。また，飼育期間中にはエックス線マイ
クロCT撮影を経時的に行い，硬組織形成状態
を客観的に確認・評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 試験材料として，硬組織形成に関与する
ことが考えられる Calcium Phosphate 
cement (CPC)の硬化時間と操作性を向上さ
せた Premixed-CPC を考案し，骨芽細胞に対
する影響を他の歯内治療用セメントと比較
検討した。その結果，細胞増殖，ALPase 活
性および石灰化 nodule 形成において，
Premixed-CPC と MTA 間に有意差は認めら
れなかったが，強化型酸化亜鉛ユージノール
セメント（SuperEBA）は Premixed-CPC お
よび MTA と比較して有意に低い値を示した。
以上の成績から，Premixed-CPC の骨芽細胞
に対する影響は，MTA とほぼ同等であるこ
とが明らかとなり，本材料の歯内療法用セメ
ントとしての有用性が示唆された。 

(2) 供試材料が未分化間葉系細胞の分化マー 
カーの遺伝子およびタンパク発現に及ぼす
影響について解析を行った。実験系確立のた
め代表的なセメントである MTA を使用して
多分化能を有する未分化間葉系細胞株であ
る C2C12 細胞を使用し，セルカルチャーイ
ンサートにて共培養した。筋芽細胞への分化
について免疫組織学的解析を行ったところ，
MTA は筋芽細胞への分化を抑制した。細胞
増殖については MTA を設置しなかった
control と類似した増殖傾向を示し，Runx2，
Osterix，および Sox9 発現は control より
MTA で有意に増加し，MyoD および LPL で
は有意に減少した。さらに MTA によって増
加した Runx2，Osterix および Sox9 発現は
カルシウムチャネルブロッカーである
verapamil 添加によって有意に減少した。一
方，MTA の存在により低下した LPL および
MyoD 発現は，verapamil 添加によって
control レベルまで上昇した。また，細胞内の
カルシウムイオンの増加を共焦点レーザー
顕微鏡にて確認した。以上のことから MTA
は C2C12 細胞の骨芽細胞への分化を，遊離
するカルシウムイオンによって促進するこ
とが示唆された。現在，各種 CPC を用いて
同条件で検索を継続している。 

(3) Calcium Phosphate Cement（CPC）に



フッ化物を添加することによりフルオロア
パタイトを形成する新たな歯内療法セメン
トを開発した。本材は骨芽細胞の分化と骨形
成を促進する可能性が考えられ，骨芽細胞を
使用した in vitro の培養実験を前述した方法
で行い，さらにラットの皮下組織を使用した
in vivo の組織反応解析も行ったところ，高い
生体親和性を確認した。現在，本材の C2C12
細胞の分化に及ぼす影響についても検討を
行っている。 
(4) これまで開発した材料を使用し実験動物
にて歯内療法処置（直接覆髄など）を施行し
た。評価の方法として飼育期間終了後に脱灰
切片を作成し，病理組織学的検索を HE 染色
にて解析を行った。その結果，MTA と同様
な硬組織形成反応を確認し，これまでの実験
結果を裏付ける基礎的データーを取得する
ことができた。現在，マイクロ CT 撮影を使
用した解析および穿孔封鎖処置に関しての
評価を遂行している。 

 
以上の結果から，本材料が臨床に応用でき

る可能性が示唆された。 
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