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研究成果の概要（和文）：本研究では、エストロゲン様作用を有するgenisteinをラット歯髄細胞に添加し、石灰化誘
導能を検討し、ラット直接覆髄実験を行った。 genistein添加によってラット歯髄細胞はALPaseの活性上昇, アリザリ
ンレッド染色陽性, 硬組織形成関連遺伝子群の発現を誘導し、直接覆髄実験では良質な修復象牙質形成と軽微な歯髄反
応が観察された。 これらの結果から, genisteinは, ラット歯髄細胞の石灰化を誘導し, 直接覆髄剤として有用である
可能性が示唆された. 

研究成果の概要（英文）：In this study, the genistein with estrogen-like effect is added to the rat dental 
pulp cells to be examined mineralization ability. and also reparative dentin inducing ability was tested 
by rat direct pulp capping experiments.By genistein addition to rat dental pulp cells, ALPase activity, 
alizarin red staining positive and hard tissue formation associated genes expression was increased. And 
more high quality reparative dentin formation and minor pulpal response was observed by direct pulp 
capping experiments.
These results indicated genistein induces calcification of rat dental pulp cells, was suggested may be 
useful as a direct pulp capping agent.

研究分野： 保存修復学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯髄疾患の原因は、化学的刺激、物理的刺激、
細菌学的刺激に分類される。う蝕に罹患した
歯質は、これらの複合的な原因によって歯髄
感染に至り、痛みを生じると考えられる。う
蝕除去中に運悪く歯髄が露出した場合は、そ
の露髄部が新鮮で細菌感染の危険性がない
と判断された条件下で、臨床的には水酸化カ
ルシウム製剤を用いた直接覆髄法によって
歯髄保存療法が試みられる。しかしながら、
水酸化カルシウム製剤を使った直接覆髄で
は、新生被蓋硬組織の形成をコントロールす
ることは不可能であり、裂隙や欠損を生じト
ンネル状欠損や未成熟な象牙質であるため
長期的にみると感染経路になる可能性が高
く、臨床結果を予見できないのが現状である。
大豆イソフラボンは、フラボノイドに分類さ
れ食品添加物やサプリメントとして摂取さ
れる健康食品であり、構造はエストロゲンと
類似しているためエストロゲン様作用を有
し、骨組織で優位に発現するエストロゲンレ
セプターとの高親和性から、組織特異性が高
く骨粗鬆症の予防や改善に有効であるとい
われている。また、大豆イソフラボンは安全
性が高く、ビスホスホネート系骨粗鬆症治療
薬で引き起こされる顎骨壊死等の副作用は
報告されていない。同様に亜麻リグナンに含
まれるセコイソラリシネシロールジグリコ
シド（SDG）も、マイルドなエストロゲン様
作用を有し、閉経後の女性ホルモン補充療法
に利用が期待されている。これら研究を踏ま
えて、本申請では亜麻リグナンを大豆イソフ
ラボンと併用することによって骨に対する
エストロゲン様作用を増強する（2003 年日
本産婦人科学会発表）ことから、歯髄細胞に
含まれる間葉系幹細胞の象牙芽細胞分化に
対する影響および直接覆髄材として応用の
可能性を調べることを目的としている。 
 
２．研究の目的 
近年亜麻種子に含まれる亜麻リグナンが

大豆イソフラボンの骨粗しょう症予防効果
を増強するという報告がされてきた。亜麻リ
グナンもまた大豆イソフラボンと同様にエ
ストロゲン様作用を示すことから、歯髄に含
まれる間葉系幹細胞の象牙芽細胞への誘導
能を示す可能性が考えられる。そこで本申請
では、亜麻リグナンが象牙芽細胞分化に寄与
するかどうか、さらに大豆イソフラボンと組
み合わせて直接覆髄材へ応用可能かどうか
を検討することである。 

 
３．研究の方法 
(1)ラット歯髄細胞の採取 
北海道医療大学動物実験センターの承認を
得て, 動物実験基本方針に従って飼育された
12 週齢雄性 Wister 系ラット Handa ら 
(Handa et al., 2002)の方法に従い, 両側下顎
中切歯歯髄を摘出し, その後, collagenase A 
を用いて段階的酵素消化法で細胞を採取し

ラット歯髄細胞 (Rat Dental Pulp cells；以
下 RDP)を得た。 
(2)RDP に各種濃度の genistein を添加し、以
下の石灰化能を測定した。 
① ALPase 活性の測定 
各種濃度の genistein を添加し培養後機械的
に細胞を剥離回収し、遠心分離によって得ら
れた上清を LabAssay ALP kit (和光純薬)を
用いて,吸光度を測定した。 
② アリザリンレッド染色 
enistein 添加 30 日後に RDP を 2% Alizarin 
red S (和光純薬)を用いて 20 分間染色した。 
③ 遺伝子発現の解析 
細胞から Isogenを用い total RNAを抽出し、
cDNA を合成した。その後骨芽細胞および象
牙 芽 細 胞 の 分 化 成 熟 過 程 で 発 現 す る
Runt-related transcription factor 2 (以下
Runx2), Osteocalcin (以下 OCN), Dentin 
sialophosphoprotein (以下 DSPP), Dentin 
matrix protein 1 (以下 DMP-1),を Real time 
PCR 法により定量した。 
④ OCN の定量 
RDPから培養液中に放出された総OCNタン
パク量を ELISA 法によって測定した。 
(3)ラット直接覆髄実験 
8 週齢雄性 Wistar 系ラットの上顎第一大臼
歯近心咬頭より切削し、人工露髄面を形成し、
genistein を覆髄剤として用い直接覆髄を行
った。 
(4)抗炎症効果のメカニズム解析 
①10ug/ml のリポタイコ酸(LTA)を含む培地
で 12 時間培養後、ゲニステインを 1 または
10µM（以下 G1、G10）添加し、サンプルを
回収した。その後プロスタグランジン
Prostaglandin E2(PGE2)活性をELISA法で
測定した。 
②total RNA を抽出し、炎症に関連する遺伝
子群(IL-1, IL-6, COX-2, TNF-, CXCL10)
の mRNA 発現量を Real time PCR 法により
定量した。 
 
４．研究成果 
石灰化能の判定 
genistein 添加によって RDP の石灰化が誘導
され、genistein 添加群の ALPase 活性は, 培
養 10 日目では Control とほぼ同等の活性で
あったが, 培養 17 日目以降に活性の上昇が 
観察された（図 1）。 
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さらにアリザリンレッド染色では, 培養 30
日目に石灰化結節の形成が認められた（図 2）。 

         図 2 
 
また,Real time PCR 法による mRNA 発現

量の定量では, genistein 添加群で Runx2, 
DSPP, DMP-1, OCN の mRNA 発現量が
Control と比較して約 2 倍以上増加していた
（図 3）。 

         図 3 
 
genistein 添加培地で RDP を 10 日および 17
日間培養後, Runx2 (A), DSPP (B), DMP-1 
(C), OCN (D)の mRNA 発現量を Real time 
PCR 法で定量した。 ■は 10 日目, □は 17
日目を示す。 
 
20 日間 genistein を含む培地で RDP を培養

後に骨形成マーカ
ーである OCN タ
ンパク量の定量を
行 っ た と こ ろ , 
Control に比較し
て genistein 添加
群で OCN タンパ
ク量は顕著に増加
していた（図 4）。 
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ラット直接覆髄実験 
コントロールである水酸化カルシウム製剤
と比較して良好な修復象牙質の形成が
genistein 添加群で観察された（図 5）。 
 

水酸化カルシウム      genistein 
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抗炎症効果のメカニズム解析 
LTA刺激によってRDPの PGE2活性が約6倍上
昇したが、ゲニステイン添加によってその活
性はコントロールレベルまで減少した（図 6）。 
 

1. Control; LTA w/o → w/o genistein  
2. LTA →w/o genistein  
3. LTA →1uM genistein  
                  図 6 
 
IL-1, IL-6 ,TNF-などの炎症性サイトカイ
ンや組織障害性サイトカインの TNF-、アラ
キドン酸カスケードのCOX-2および炎症性ケ
モカインCXCL10の遺伝子発現が上昇するが、
ゲニステイン添加によってそれらすべての
遺伝子発現が抑制された（図 7）。 
 
 
 

w/o genistein  genistein 



1. Control 
2. LTA 処理→w/0 genistein 
3. LTA 処理 →genistein 
              図 7 
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