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研究成果の概要（和文）：本研究は、水酸化カルシウム製剤と比較した三種混合薬剤（3Mix）による覆髄に対する感染
歯髄の反応を明らかにすることを目的とした。6週齢マウス上顎第1臼歯に1級窩洞を形成して、露髄させ24時間放置し
た。その後、露髄面に3Mix（3Mix群）、水酸化カルシウム製剤（CH群）、マクロゴール・プロピレン・グリコール（MP
：対照群）を貼付しグラスアイオノマーで覆髄した。術後1～3週に動物を固定し、ネスチン・Ki67免疫組織化学、TUNE
L評価を行った。3Mix-MPを覆髄剤として使用することは、水酸化カルシウム製剤と比し、感染歯髄の治癒に促進的に働
くことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate responses of the infected dental pulp to capping 
with 3Mix in mouse molars, compared with those to calcium hydroxide cement. A class I cavity was prepared 
on the maxillary first molars of 6-week-old mice to expose the dental pulp and maintained for 24 hours. 
Subsequently, the exposed pulp was capped with 3Mix in ointment (macrogol mixed with propylene glycol: 
MP; 3Mix group) or calcium hydroxide cement (CH group), in addition to MP alone (control group), followed 
by a glass ionomer cement filling. The samples were collected at intervals of 1, 2, and 3 weeks. 
Immunohistochemistry for nestin and Ki-67 and TUNEL assay were performed. The use of 3Mix-MP paste as a 
pulp-capping agent, compared with calcium hydroxide cement, positively affects the healing of infected 
dental pulp in mouse molars. Further studies are necessary to clarify the mechanisms eliciting pulpal 
responses to 3Mix-MP paste following tooth injuries and pulpal infection.

研究分野：口腔解剖学
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図 1 歯の移植後 3 日の歯髄・象牙質界面
の OPN免疫組織化学標本 
 OPN が石灰化前線に沈着し（矢印）、樹
状細胞（矢じり）が象牙細管内に突起を入れ
ている。D：象牙質、PC：歯髄 

図 2 ラット臼歯感染歯髄にTCP＋抗菌性
薬剤を貼付 1 週間後の OX6 免疫組織化学
標本 
 露髄後歯髄感染を起こし、TCPまたは
TCP＋抗菌性薬剤を貼付すると、1 週間後
にTCP単独だと膿瘍形成が惹起されるのに
対し、抗菌剤の添加で OX6陽性樹状細胞が
露髄面（＊）に凝集し、その後象牙質形成が
起こる。C：窩洞、D：象牙質、DP：歯髄 

１．研究開始当初の背景 
歯の再植や移植後に、歯髄内には象牙

質に加え、骨組織が形成される場合がある。

この過程において、申請者は破骨細胞が

歯髄腔内に出現すると骨芽細胞分化が誘

導される（Cell Tissue Res 325: 219-229, 
2006）のに対し、歯髄・象牙質界面に樹状
細胞が出現すると象牙芽細胞分化が誘導

されることを発見し（Cell Tissue Res 302: 
221-233, 2000）、歯の損傷後に歯髄内に
現れる細胞の種類が、歯髄治癒パターンの

決定に重要な鍵を握っていることを明らか

にした。さらに、申請者は歯の移植後に樹

状細胞が歯髄・象牙質界面にオステオポン

チン（OPN）を沈着することを明らかにして
いる（図1：J Histochem Cytochem 59: 
518-529, 2011）。 
また、抗菌性薬剤であるCiprofloxacin、

Metronidazole 、 Minocycline （ ま た は
Cefaclor）の三種混合薬剤（3Mix）は、う蝕
病巣を無菌化することで再石灰化を促すこ

とから臨床応用されているが、申請者の最

近の研究でこの抗菌性薬剤が樹状細胞を

活性化することも明らかにしている（図2：
Arch Histol Cytol 2015 in press）。さらに、
最近のin vitro研究により、低濃度の抗菌性
薬剤がヒト歯髄幹細胞の生存と増殖を活性

化するとの報告がある （ J Endod 38: 
1372-1375, 2012）。しかしながら、抗菌性
薬剤の歯髄幹細胞の活性化をin vivo実験
で検証した報告はないばかりか、実験動物

の口腔内プラーク常在菌叢に関する知見

は殆どなく、抗菌性薬剤が直接歯髄幹細胞

を活性化するのか、無菌化が間接的に作

用するのかは未解決の問題である。 
以上の結果を統合すると、歯の損傷後の

歯髄治癒過程において、抗菌性薬剤により

樹状細胞及び歯髄幹細胞の活性化を引き

起こすことができれば、象牙芽細胞分化を

促進することが可能になると推測されたため、

本研究計画の立案に至った。 
 

２．研究の目的 
申請者は、歯の損傷後の歯髄治癒過程

において、(1) 歯髄・象牙質界面に樹状細
胞が出現すると象牙芽細胞分化が誘導さ

れること、樹状細胞が同部位にオステオポ

ンチン（OPN）を沈着することを明らかにし
た。さらに、(2) 歯の再植の際に抜去歯を
抗菌性薬剤の溶液に浸してから抜歯窩へ

戻すと歯髄再生が促進されることを見出し

た。抗菌性薬剤は樹状細胞と歯髄幹細胞

を活性化するという実験結果または報告が

あることから、本研究では、象牙芽細胞分

化への樹状細胞の関与と抗菌性薬剤の新

たな役割、すなわち歯の損傷後の樹状細

胞と歯髄幹細胞の活性化による歯髄再生

促進効果を検証し、そのメカニズム解明を

目的とする。本研究は歯髄再生を免疫学

的・細菌学的な側面から捉える独創的な試

みであり、その成果は外傷歯の歯髄再生を

促す新規治療法の開発に繋がることが予想

される。 
 



図 3．歯の露髄感染実験 
6週齢マウス上顎第1臼歯咬合面に深皿状
の窩洞（矢印）を形成し、露髄後 24 時間放
置し、歯髄感染モデルを作製する。 

３．研究の方法 

（１）マウス口腔内プラーク常在菌叢と露髄

感染巣の菌叢の網羅的解析と抗菌性薬剤

の効果 

生後 3、6 週齢および 9 ヶ月齢 ICR マウ
スを用いて、深麻酔下にて口腔内・歯面を

滅 菌 綿 棒 で 擦 過 し 、 細 菌 カ ウ ン タ

（Panasonic 社）用の試料とする。次いで、
上顎第一臼歯を抜去し、40mM リン酸カリウ
ム液1.0mLに浸漬し、健全な歯面上に付着
している細菌を浮遊させ、培養用の試料と

する。試料を嫌気ボックス内に搬入し、テフ

ロンホモジナイザーによって分散均一化後、

緩衝液によって 10-4まで希釈し、CDC血液
寒天平板に接種する。嫌気（7 日間）および
好気（1～3 日間）培養し、細菌量（CFU）を
求める。各コロニーから InstaGeneマトリック
スを用いて genomic DNA を抽出後、
16SrRNA のユニバーサルプライマー
（27F&1492R）で PCR 増幅する。得られた
PCR 産物を精製し、シークエンス解析後、
NCBIの BLAST search programを用いて
細菌種を同定する。 
深麻酔下で6週齢マウス上顎第1臼咬合
面に窩洞を形成し、露髄させ 24 時間口腔
内環境に露出させ、歯髄感染モデルを作

製する（図 3）。引き続き窩洞内のプラークを
採取し、上記と同様に露髄感染巣の菌叢の

網羅的解析を行う。次に窩洞を MP（ソルベ
ース「マクロゴール軟膏」＋プロピレングリコ

ール）とグラスアイオノマーセメントで仮封し

た群（対照群）と 3Mix-MP（Metronidazole：

Ciprofloxacine：Minocycline＝3：1：1 in 
MP［等量］）とグラスアイオノマーセメントで
仮封した群（3Mix群）、水酸化カルシウム製
剤とグラスアイオノマーで仮封した群（CH
群）を作製し、術後 1日から 3週間後にマウ
スを麻酔下で固定し、歯髄治癒過程を解析、

抗菌性薬剤に対する樹状細胞の反応と歯

髄治癒促進効果を検証する。試料は脱灰

後通法に従いパラフィン切片を作製し、象

牙芽細胞の分化マーカーとしてはネスチン

免疫組織化学にて解析する。細胞増殖活

性、アポトーシスの評価も行う。 
 
（２）抗菌性薬剤（3Mix）を用いた外傷歯の
歯髄再生療法の基盤研究 
予備実験で、3 週齢マウス上顎第一臼
歯を抜去し、抜去歯を生食に浸した後に再

植を行うと、象牙質形成を誘導できなかった

のに対し、3Mix 溶液（Metronidazole 0.2 
mg ＋ Ciprofloxacine 0.1 mg ＋
Minocycline 0.1 mg in DW 10 ml）に 1 時
間浸した場合、歯髄内に効率良く象牙質形

成を（2 週間で）誘導することに成功した。
同実験系を実施し、術後 1～3 週間後にマ
ウスを固定し、試料は脱灰後通法に従いパ

ラフィン切片を作製し、（１）と同じマーカー

を用いて解析する。 
 
４．研究成果 

（１）マウス口腔内プラーク常在菌叢の網羅

的解析 
3週齢、6週齢および 9 ヶ月齢マウスプラ
ーク試料の CFU は、それぞれ平均（8.9± 
11.4）×10~5、（1.7± 3.2）×10~5 および
（4.7± 4.7）×10~3 であった。３週齢およ
び ６ 週 齢 の 優 勢 菌 は 、 そ れ ぞ れ

Enterococcus (53%，31%), Escherichia 
(19%，26%), Lactobacillus (17%，21%), 
Lactococcus (8.5%，8.3%)であった。一方、
９ ヶ 月 齢 で は 、 Lactobacillus (83%), 
Lactococcus (8.6%)が優勢であった。本研
究で離乳前後および成熟したマウスプラー

クの細菌構成が、培養とシークエンス解析を 
組み合わせた分子生物学的手法によって、

明らかになった。また、ヒトでは小児、成人と

も 、 Streptococcus ， Actinomyces ，



Veillonella が優勢菌と報告されており、マウ
スは食性が異なり、プラーク細菌構成が大

きく異なることが判明した（下記表参照）。 

 
（２）抗菌性薬剤（3Mix）を用いた外傷歯の
歯髄再生療法の基盤研究 
マウスを用いた意図的歯の遅延再植へ

の 3Mix の応用実験を確立し、歯髄と歯根
膜の治癒過程にへの 3Mix の効果を検索し
た。3週齢 ICRマウスの上顎第 1臼歯を抜
去後、異なる濃度の 3Mix 溶液または PBS
に浸漬した後 5～60 分後に抜歯窩に再植
し、術後 1～3 週後の歯髄・歯根膜治癒過
程を検索した。PBS 群では、術後 1 週にア
ポトーシスが亢進し、2 週で細胞増殖が亢
進し、3 週で第三象牙質または骨様組織形
成が起こった。一方、3Mix 群では、Ki67 陽
性及び TUNEL陽性細胞の出現に引き続き
術後 1～2 週でネスチン陽性の新たに分化
した象牙芽細胞様細胞が歯髄・象牙質界面

に並び始め、歯髄治癒が促進されることが

示唆された。しかしながら、3Mix 群では重
篤なアンキローシスが惹起され、再植前に

PBSで洗浄することで歯根膜の生存を回復
することが示されたが、歯髄治癒効果は減

弱した。以上、3Mixの応用は意図的歯の再
植後の歯髄治癒を促進するが、その使用は

歯根膜組織に重篤なダメージを与える可能

性が示唆された。 
また、上記歯髄治癒過程におけるシグナ

ル変化を RT-PCT で解析した結果は下記
の通りである。 

 
 

（３）マウス口腔内プラーク常在菌叢と露髄

感染叢の網羅的解析と抗菌性薬剤の効果 
 術後 1週では、3Mix群およびCH群で生
存および（または）新たに分化した象牙芽細

胞が歯髄に観察されたのに対し、対照群の

歯髄は変性を開始した。術後 2 週では、
3Mix群で歯冠部歯髄に硬組織形成が観察
されたが、CH 群では治癒過程が進行中で
あった。一方、対照群では、歯冠部歯髄が

完全に失活していた。術後 3 週では、3Mix
群の露髄近くで象牙質形成が観察されたが、

CH群では歯冠部歯髄に象牙質と骨が混在
していた。3Mix群では、象牙芽細胞様細胞
分化が促進されていた。また、3Mix では、
硬組織形成量が有意に高かった。さらに、

3Mix 群で、細胞増殖活性が高く、アポトー
シス細胞の数が有意に少なかった。下記に

3 週後の歯髄変化の違いを下図に示す。
3Mix 群では、歯髄・象牙質界面にネスチン
陽性の象牙芽細胞様細胞分化が観察され、

第三象牙質が形成されている。 
 以上より、3Mix-MPの覆髄剤としての使用
は、水酸化カルシウム製剤と比較して、感染

歯髄の治癒に促進的に働くことが明らかと

なった。露髄感染叢の網羅的解析について

は、細菌採取方法に検討を加えているとこ

ろである。 
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