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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目標は歯髄創傷治癒メカニズムの解明と象牙質・歯髄複合体再生療法の確立に
ある。最終目標の達成に向け、多血小板血漿（PRP）の抗炎症作用、および象牙芽細胞分化に与える影響、さらに新規
開発セメントの各種細胞へ及ぼす影響を検討した。PRPが抗炎症作用を発現する物質の亢進とともに象牙芽細胞への分
化誘導能を持つこと、新規開発セメントが生体親和性の高いセメントであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To establish wound healing and local regeneration of dentin-pulp complex, we exami
ned effect of Platelet Rich Plasma (PRP) on anti-inflammatory action and odontoblast differentiation, and 
effect of newly developed cement on various cells. We found that PRP up-regulates the anti-inflammatory re
lated molecules and induce odontoblast differentiated related molecules, and newly developed cement has th
e biocompatibility. 
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１．研究開始当初の背景 
 国民生活の質の向上に健全な歯の維持が
重要であること、健全な歯の維持には歯髄が
重要な役割を果たしていることは周知の事
実であり、現時点においても多くの歯科医師
は小規模な露髄に対する歯髄保存療法を実
践している。しかし、広範囲にわたる感染に
より重篤な傷害を受けた歯髄の保護は困難
で、現状では抜髄を行わざるをえない。また、
近年では専用機器と技術を駆使することで
高精度な歯内治療が可能となっているが、複
雑な歯・根尖歯周組織の解剖学的形態の前で
は高精度歯内治療にも限界があり、根尖病変
の再発や抜歯に至る症例も少なくない。歯髄
喪失による歯の機能低下・喪失を阻止し、本
来の感覚・機能を有する歯を保存・維持する
ため、残存歯髄を利用した象牙質・歯髄複合
体の創傷治癒・再生療法を確立することは、
現代歯科医療の限界を克服する上で必須課
題であるといえる。 
 これまでに私は、歯髄に豊富に存在する細
胞外基質、特にヒアルロン酸に着目し、神経
細胞分化機構の研究に広く利用されている
PC12 細胞を用い、歯髄再生において必要不可
欠な神経組織へのヒアルロン酸の影響を検
討した。その結果、ヒアルロン酸が神経細胞
分化を抑制することを明らかにした(Exp 
Cell Res、2009)。次に私は、歯髄再生にお
いて重要な役割を果たす骨形成促進因子
（Bone Morphogenetic Protein-2, BMP-2）
および線維芽細胞増殖因子（Fibroblast 
Growth Factor-2, FGF-2）の象牙芽細胞分化
への影響について検討した。ラット歯髄由来
象牙芽細胞様歯髄細胞株(KN-3細胞)(J Endod、
2007)を用いて分析した結果、BMP-2 は KN-3
細胞の分化に影響を与えること（論文投稿
中）、FGF-2 は KN-3 細胞の形態変化（細胞突
起伸長）に影響を与えることを明らかにした
（論文投稿準備中）。 
 しかし、実際の臨床応用を考えると、これ
らの成長因子は高価であることから広く使
用していくことは難しい。そこで， in vitro
おいて再生医学で応用され、入手の容易な
Platelet Rich Plasma (PRP)を応用すること
にした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は歯髄創傷治癒メカニ
ズムの解明と象牙質・歯髄複合体再生療法の
確立にある。最終目標の達成に向け、本研究
では、（１）我々が樹立した KN-3 細胞を用い、
多くの成長因子を含む PRP の抗炎症作用、お
よび象牙芽細胞分化に与える影響を検討し、
象牙質形成メカニズムを明らかにすること
を目的とした。また、追加実験として（２）
実践的治療技術を確立することを具体的目
的として、PRP を使用する際に必要となる良
好な封鎖性や生体親和性などの性質を有す
る歯科用セメントの評価をおこなった。今回、
バイオガラスを配合したセメント NSY-222 とバ

イオガラスではなくフッ素非含有アルミノ
シリケートガラスが配合されたセメント
NSK-12 とを比較し、NSY-222 の物理化学的特
性や細胞に及ぼす影響とバイオガラスとの
関連性を検討した。 
  
３．研究の方法 
（１）KN-3 細胞における PRP の抗炎症作用
への栄養、および象牙芽細胞分化に与える影
響 
 
① PRP は 3.8%クエン酸ナトリウムを入れ

たシリンジで肘静脈から 30 ml 採血し、
4 ℃、2000 rpm で 5 分間遠心分離後、
血漿のみ新しいチューブに分注し、4 ℃、
2000 rpm で 20 分間再度遠心分離を行い、
最下層の分画を PRP として回収し、実験
に用いた。 
 

② KN-3 細胞に PRP を作用させた時の、細
胞形態変化、および細胞増殖能を検討す
るため、位相差顕微鏡観察、および
WST-8 を測定した。 
 

③ PRP の抗炎症、および炎症作用を調べる
ため、5×105/well で播種した KN-3 細胞
に 5％PRP で 0、1、3、6、12、24 時間刺
激、あるいは 0、0.1、1、2、5、10%の
PRP を 6時間刺激し、抗炎症性サイトカ
イン IL-1ra、Lactoferrin と炎症性サイ
トカイン IL-1beta の発現を Real-time 
PCR を用いて調べた。 
 

④ KN-3 細胞の象牙芽細胞への分化の影響
を調べるため、5×105/Well で播種した
KN-3 細胞を 0、0.1、1、2、5、10% PRP
で 1 時間刺激し、象牙芽細胞分化マーカ
ー で あ る DSPP （ Dentin 
Sialophosphoprotein）および DMP-1
（Dentin Matrix Protein-1）の発現を
Real time PCR を用いて調べた。 
 

⑤ 石灰化能への影響を検討するため，5% 
PRP を含有した培地で 0，3，7，10，14
日培養後、alkaline phosphatase(ALP)
染色を行った．アルカリフォスファター
ゼ（ALP）活性を測定した。 

 
（２）良好な封鎖性や生体親和性などの性質
を有する歯科用セメントの評価 
 
① 試験片の作製 

 NSY-222およびNSK-12は2つのペーストを
練和することにより作製した。練和後に定型
の鋳型内（内径 3.5 mm、高さ 6 mm）に埋入
し、擬似体液（SBF）内に 4 日間および 7 日
間浸漬して硬化させ、PBS で洗浄後に試験片
として用いた。 
 
② NSY-222 の物理学的特性 



 電界放出型電子顕微鏡（FE-SEM）を用いて
試験片の表面性状を観察し、粉末エックス線
回折装置（XRD）を用いて結晶構造の解析・
同定を行った。また、試験片を精製水中に静
置し経時的な pH の変化を測定した。 
 
③ NSY-222 の細胞に及ぼす影響 

 培養用ディッシュ中央に試験片を静置後、
象牙芽細胞様細胞である KN-3 細胞、歯根膜
細胞である HPDL 細胞、骨芽細胞様細胞であ
る MC3T3-E1 細胞、あるいは NGF 誘導性神経
細胞分化を示す PC12 細胞を播種し、試験片
が浸漬されるまで培養液を追加した。播種後
3 日間、位相差顕微鏡下で細胞形態を観察す
るとともにトリパンブルー染色による細胞
生存率を測定した。また、PC12 細胞の神経細
胞への分化は細胞突起伸長の測定により検
討した。 
 
４．研究成果 
（１）KN-3 細胞における PRP の抗炎症作用
への影響、および象牙芽細胞分化に与える影
響 
 
① 位相差顕微鏡観察による細胞形態変

化 
 PRPの存在下・非存在下でKN-3 細胞を培養 
したところ、細胞形態に大きな変化はみとめ 
られなかった。 
 
② 細胞増殖能に及ぼす PRP の影響 

 細胞中のミトコンドリア脱水素酵素によ
るテトラゾリウム塩（WST-8）のホルマザン
色素への変換を測定することによる細胞増
殖能への影響を検討した。72 時間まではコン
トロール群とPRP刺激群であまり差は見られ
ないが、培養 96 時間以上の PRP 刺激群にお
いて，細胞増殖能が亢進した。 
 
③ KN-3 細胞の抗炎症・炎症能に及ぼす

PRP の影響 
 ③−１；KN-3 細胞に 5％PRP を 0、1、3、6、
12、24 時間刺激したところ、抗炎症性サイト
カイン IL-1ra、Lactoferrin の遺伝子発現は
12 時間まで時間依存的に増加したが、
IL-1beta の遺伝子発現に有意な差は認めら
れなかった。 
 
 ③-2；KN-3 細胞に 0、0.1、1、2、5、10% PRP
を 6 時間刺激したところ、IL-1ra の遺伝子発
現 は 濃 度 依 存 的 に 増 加 し た 。 ま
た,Lactoferrin の遺伝子発現は 5％PRP でピ
ークを示した。しかし、IL-1beta の遺伝子発
現に有意な差は認められなかった。 
 
④ KN-3 細胞の象牙芽細胞分化に及ぼす

PRP の影響 
④-1；KN-3 細胞に 5％PRP を 0、1、3、6、12、
24 時間刺激したところ、DMP-1、および DSPP
の遺伝子発現は刺激 1時間で増加した。 

 
④-2；KN-3 細胞に 0、0.1、1、2、5、10% PRP
を 1 時間刺激したところ、DMP-1、および DSPP
の遺伝子発現は濃度依存的に増加した。 
 
 
⑤ KN-3 細胞の石灰化能に及ぼす PRP の

影響 
 KN-3 細胞に 5%PRP を 0，3，7，10 日培養後、
アルカリフォスファターゼ（ALP）活性を測
定したところ、10 日培養群において ALP 活性
が増加した。また、ALP 染色においても同様
の結果が得られた。 
 
（２）良好な封鎖性や生体親和性などの性質
を有する歯科用セメントの評価 
 
① NSY-222 の物理学的特性 

①-1；FE-SEM および XRD の解析結果から、
NSY-222 は SBF への浸漬によって、針状の HAp
様結晶の析出が認められた（図 3）。一方の
NSK-12 では、同じような針状結晶の析出は認
められなかった（図 3）。NSY-222 試験片表面
に認められた網状の結晶構造はハイドロキ
シアパタイト（HAP）と同等のものであるこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NSY-222 
 
 
 
 
 
 
 
 

NSK-12 
（図 3）セメントの表面構造 

 
①-2；pH については、NSY-222、NSK-12 とも
に、練和直後のペーストを精製水に浸漬する
と pH10.1 と高アルカリ性を示すものの、経
時的に低下し、pH9.0 で安定した。 
 
② NSY-222 の細胞に及ぼす影響 

②-1；各種細胞におけるセメントの影響を位
相差顕微鏡で観察したところ、NSK-12 では多
くの細胞死が観察されたが、NSY-222 におい
ては試験片に直接接触する位置まで細胞が
増殖しているのが観察され、トリパンフルー
染色により高い細胞生存率を示していた。 
 



②−-2；NSY-222 は、NGF 非存在下にも関わら
ずPC12細胞の神経細胞への分化を誘導した。 

 
 

以上より、PRP が抗炎症作用を発現する物質
の亢進とともに象牙芽細胞への分化誘導能
を持つことが示された。また、新しく開発さ
れたバイオガラス配合セメントは、封鎖性が
良好で、生体親和性の高いセメントであるこ
とが示され、実践的治療技術を確立する上で
有効であると示唆される。今後、in vivo モ
デル（断髄モデル）において、PRP およびバ
イオガラス配合セメントを用いて、再生誘導
能を検討する予定である。 
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