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Ⅰ．緒言 

 歯科臨床において，う蝕や継発する歯髄炎および根尖性歯周炎は現在でも世

界中で蔓延している疾患であり，未だに解決できていない感染症のひとつであ

る(Listl et al. 2015; WHO 2022) ．深在性う蝕が存在し，臨床的な診査および検査

にて，不可逆性歯髄炎と診断された場合，一般的には抜髄法が適応となる．し

かし，歯髄を全て除去することにより，う蝕などの外来刺激に対する防御反応

となり得る歯髄の機能を喪失し，さらには根尖性歯周炎や歯根破折の発生リス

クが増加し，最終的には歯の喪失に繋がると報告されている(Axelsson et al. 

2004; Kawahara et al. 2020) ．また残存歯数が健康寿命に深く関与していること

が示されており (Matsuyama et al. 2017) , 歯の喪失により脳血管障害 (Cheng et al. 

2018) ，心血管障害 (Cheng et al. 2018; Peng et al. 2019) ，骨折 (Wakai et al. 2013) 

および認知症 (Fang et al. 2018; Oh et al. 2018) への罹患リスクが上がることが報

告されるようになった．したがって，様々な全身疾患への罹患のリスクを低減

させ，健康寿命の延伸のためには，歯の保存，ひいては歯髄の保存が重要であ

る． 

このような背景から，近年，歯髄保存の重要性がこれまで以上に認識されて

おり (ESE 2019; AAE 2021) ，健全歯髄組織の温存を目的とした歯髄保存療法の

ひとつである生活歯髄切断法（断髄）が注目されている (Cushley et al. 2019; 
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Donnelly et al. 2022; Duncan 2022; Philip and Suneja 2022) ．断髄は，不可逆性炎

症に陥った歯髄組織のみを選択的に取り除く治療法であり (Cvek 1978) ，主に

乳歯を対象におこなわれる治療法であったが，近年では不可逆性歯髄炎と診断

された永久歯にも，断髄をおこなうことにより，歯髄保存に成功した症例が多

く報告されている (Ng et al. 2007; Asgary et al. 2014; Linsuwanont et al. 2017; Taha 

and Khazali 2017; Asgary et al. 2018; Cushley et al. 2019; Uesrichai et al. 2019; Ather 

et al. 2022) ．これには，拡大視野下での処置を可能にする歯科用マイクロスコ

ープの普及や，Mineral Trioxide Aggregate（MTA）をはじめとするケイ酸カルシ

ウムセメントに代表される，従来の水酸化カルシウム製剤よりも良好な封鎖性，

抗菌性，および生体親和性を併せ持つ優れた歯科材料の開発・発展 (Parirokh 

and Torabinejad 2010; Torabinejad and Parirokh 2010; Hosoya et al. 2019) が大きく寄

与していると考えられる．断髄は直接覆髄と比較して，う蝕感染象牙質や不可

逆性炎症に陥った歯髄組織をより積極的かつ確実に除去することや (Fuks et al. 

1982) ，ケイ酸カルシウムセメントなどの材料をより緊密に充填可能なため，

術後の漏洩防止が期待できる  (Hecova et al. 2010) ，といった利点がある 

(Donnelly et al. 2022) ． 

断髄をおこなう際には，傷害を受けている歯髄組織のなかで不可逆性炎症に

陥っている範囲を正確に把握し，完全に除去する必要がある  (Ricucci et al. 
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2019) ．しかし，現在の歯髄診査法である電気歯髄診や冷温刺激診などといっ

た感受性試験では，術前に歯髄の炎症状態を正確に把握することは困難であり 

(AAE 2021) ，患者の痛みという主観的評価に依存したこれらの診査結果は，実

際の歯髄の病理組織学的評価との相関が低いと言われている  (Mejàre et al. 

2012) ．現状では，断髄時に必須の不可逆性もしくは可逆性炎症に陥っている

領域の鑑別を術者の経験に頼らざる得ないことが，歯内療法のなかでも断髄が

専門性と難易度の高い処置と認識される大きな要因となっている (Edwards et al. 

2021) ． 

これらの問題は，可逆性および不可逆性歯髄炎の病態解明が依然として不十

分であることに起因している (ESE 2019) ．依然として困難な歯髄診断が，術前

もしくは術中に実施可能となれば，断髄をはじめとする歯髄保存療法の高い成

功率が達成され，さらなる普及が期待できる．そのため，これまでの感受性試

験に代わる，より正確かつ客観的な歯髄診査法の開発が急務である． 

これまでに報告されている客観的な歯髄診査法として，歯髄組織の血流や血

中の酸素飽和度に着目したレーザードップラー流量計(Miron et al. 2020) やパル

スオキシメーター (Gopikrishna et al. 2007) などがある．これらは，電気歯髄診

などの感受性試験と比較して，高い感度および特異度を示しており (Evans et al. 

1999; Gopikrishna et al. 2007; Chen and Abbott 2011; Karayilmaz and Kirzioǧlu 2011) ，
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より優れた診査法になり得ると期待されていたが，厳密に標準化された診査環

境が必要であることから，現時点においては臨床応用に至っていない (Schmitt 

et al. 1991; Schnettler and Wallace 1991; Kahan 1996; Leahy et al. 1999; Polat et al. 

2004; Mejàre et al. 2012; Levin 2013; Alghaithy and Qualtrough 2017) ． 

一方，軟組織の画像診断技術として実用化され臨床応用されている Magnetic 

Resonance Imaging（MRI）は医科・歯科領域で広く普及しており  (Bartusik-

Aebisher et al. 2022; Flugge et al. 2023) ，MRI を用いることで歯髄の生死の判定

が可能であるとの報告がある (Gahleitner et al. 1999; Idiyatullin et al. 2011; Assaf et 

al. 2014; Assaf et al. 2015; Flügge et al. 2016; Cankar et al. 2020; Juerchott et al. 2022) ．

しかしこれらの報告は，ヒトの歯髄を対象とした，臨床症例の撮像を中心とし

たものであり，ラット等の実験動物を用いて，歯髄炎について再現性が高い解

析を実施した研究報告はほとんど認められない．これは従来から用いられてい

る MRI では，小動物の歯髄のような微小領域を精細に撮影することが困難であ

ったためと考えられる．この問題を解決するために本研究で着目したのが，超

高磁場 7 tesla（7T）MRI である．この超高磁場 MRI 装置は，日本国内におい

て臨床上使用可能な MRI の静磁場強度の上限が 4T であるのに比較して，2 倍

以上の静磁場強度を有しているため，撮影断面のスライス厚さを薄くしても信

号雑音比（Signal to Noise Ratio）が低くならず，微小な領域の精細な画像を撮
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影することが可能である (Regatte and Schweitzer 2007) ．近年医科領域では，

MRI の使用可能な静磁場の上限が引き上げられた諸外国において，主に脳血管

疾患に対して，この 7T MRI を用いて撮影することでより精細な画像が得られ，

診断精度の向上などに大きく貢献していることが報告されている (Bubrick et al. 

2022; Cheng et al. 2023; Clarke et al. 2023) ．そこで，この超高磁場 MRI 装置を用

いることにより，従来では実現困難であった小動物における歯髄炎の詳細な観

察が可能になるのではないかと考えた． 

われわれはこれまでに，ラットにう蝕を誘発し，可逆性および不可逆性歯髄

炎を再現性高く惹起させることが可能な，ラットう蝕由来歯髄炎モデルを確立

した (Huang et al. 2023) ．このモデルでは，う蝕深度が象牙質幅の 1 / 3 から 2 / 

3 に至る場合に，歯髄に炎症が誘発され，う蝕除去後に歯髄組織の炎症反応が

消失したことから，そこでは可逆性歯髄炎が惹起されていることを報告した 

(Huang et al. 2023) ．一方，う蝕の深度が象牙質幅の 2 / 3 以上に及んでいるもの

では，さらに重篤な炎症が生じ，う蝕を除去した後も歯髄組織における炎症反

応が消失しなかったことから，不可逆性歯髄炎が惹起されていることを報告し

た (Huang et al. 2023) ．このように，動物実験モデルを用いることで，う蝕の進

行段階に応じて可逆性および不可逆性歯髄炎を惹起させることが可能であるが，

これはあくまでも病理組織学的な検証に基づく結果であり，術前に不可逆性炎
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症の有無や範囲の正確な把握は依然として困難なままである． 

 以上のような背景から，ラットに誘発させた様々なう蝕の進行段階における

歯髄炎に対して，7T MRI を用いて観察するとともに，病理組織学的な検討を

加えることによって，これまでよりも詳細な病態解明が可能になると仮説を立

てた．そこで本研究では，ラットう蝕由来歯髄炎モデルを用いて惹起された歯

髄炎を 7T MRI を用いて観察することにより，う蝕由来歯髄炎に対する新規術

前診断法の基盤を確立することを目的とした． 
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Ⅱ．MR 画像を用いたラット歯髄組織の定量評価のための内在性コントロール

の確立 

 

1．材料および方法 

1) MRI による T2 強調画像，T2 map 画像の撮影 

本研究は大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認下で実施した（承

認番号：動歯 R-01-017-0）． 

MRI を用いた歯髄組織の観察をおこなうにあたり，まずはラット歯髄組織の

MR 画像に対する内在性コントロールとして適切な臓器の探索をおこなった．

実験には，画像上より相対値である MR 信号強度が得られる T2 強調画像と，

画像上より絶対値である T2 値が得られる T2 map 画像の 2 種類の撮影法を用い

た．これにより，ラットの日齢や個体に関わらず，T2 値がほぼ一定で得られる

臓器の探索を試みた．なお本研究では，周辺と比較して高い MR 信号領域が認

められる部位を「高 MR 信号領域」と，低い MR 信号領域を認める部位を「低 

MR 信号領域」と呼称することとした． 

28 日齢雄性健全 Sprague – Dawley (SD) ラットに対して，70 日齢に至るまで，

7T MRI (Pharma Scan® 70/16 US，Bruker，Billerica，MA，米国) を用いて T2 強

調画像，T2 map 画像の撮影を 1 週間に 1 回の頻度でおこなった．撮影の際，ラ
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ットに吸入麻酔（セボフルラン，富士フイルム和光製薬，大阪）を施した．試

料数は 4 とした．各撮影法の撮影条件は表 1 の通りである．得られた画像につ

いて，同一個体にて経時的に比較をおこなった． 

 

2) 統計学的解析 

ラット歯冠部歯髄を観察できる T2 強調画像上に観察される主要な臓器に対

して，画像解析ソフトウェア (Image J Fiji，NIH，Bethesda，MD，米国) を用い

てそれぞれ定量評価をおこない，各日齢，各臓器ならびに各個体における T2 

値を得た．各臓器における T2 値測定領域（関心領域：Region of Interest（ROI））

は，同一断面の T2 強調画像，T2 map 画像を参照することにより，ROI が各臓

器内に収まるように設定した．また ROI の設定は画像を参照しつつ手動にてお

こない，ROI にて採用する輝度値については，過去の報告 (Juerchott et al. 2022) 

より ROI 内における最大値を用いた． 

定量評価により得られた各臓器および各個体の T2 値を各日齢間でそれぞれ

経時的に比較することにより，日齢や個体によらず，撮影期間中にわたってほ

ぼ一定の T2 値が得られる臓器の探索をおこなった．統計学的検定は，統計解

析ソフトウェア  (IBM® SPSS® Statistics 22，International Business Machines，

Armonk，NY，米国）を用いて One-way ANOVA，Tukey’s test にて危険率 5% で
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おこなった． 

 

2．結果 

 同一個体の SD ラットの頭頸部における，代表的な 70 日齢の T2 強調画像と 

T2 map 画像の矢状断画像を示す（図 1）． 

 得られた各日齢の T2 map 画像上における各臓器の T2 値を Image J Fiji にて

定量評価をおこない，臓器ごとに経時的に比較した結果，上下顎歯冠部歯髄を

含む同一撮影断面上の咬筋深部において，日齢や個体に関わらず，統計学的な

有意差を認めず，ほぼ一定の T2 値が得られた（図 2）．以上の結果をふまえ，

これ以降の実験では咬筋深部を内在性コントロールとして用いることにより，

T2 強調画像から得られる MR 信号強度の比較および解析をおこなうこととした． 
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Ⅲ．MRI を用いたう蝕由来歯髄炎の経時的観察 

 

ラットのう蝕進行の程度を，7T MRI の T2 強調画像によって観察および評価

をおこなうために，ラットう蝕由来歯髄炎モデルを用いて以下の実験をおこな

った． 

 

1．材料および方法 

1) う蝕由来歯髄炎の誘発 

 Ooshima らの報告 (Ooshima et al. 1988) に基づき，以下の方法でラットにう蝕

を誘発させた（図 3 a）． 

14 日齢の雄性 SD ラットに対し，テトラサイクリン（4 g / kg）（テトラサイ

クリン塩酸塩，富士フイルム和光製薬）を含む粉末状飼料と，ペニシリン G カ

リウム（4,000 U / mL）（注射用ペニシリン G カリウム 20 万単位，Meiji Seika 

ファルマ，東京）を含む水を 3 日間与えた． 

ストレプトマイシン耐性 Streptococcus mutans MT8148 株懸濁液 100 μL を ス

トレプトマイシン（1,500 μg / mL）（硫酸ストレプトマイシン注射用 1 g，Meiji 

Seika ファルマ）添加  Brain heart Infusion 液体培地（Becton，Dickinson and 

Company，Franklin Lakes，NJ，米国）9.9 mL 中で培養し，2 回継代後の菌体を
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感染に使用した．1 × 108 colony forming units/mL の S．mutans 懸濁液 10  mL を 

3,000 rpm，4°C で 10 分間遠心分離した後，上清を除去した．沈殿物を生理食塩

水で洗浄し，再び遠心分離をおこない，上清を除去した．沈殿物を 10 mL の生

理食塩水に再懸濁し，接種用の S．mutans 懸濁液とした． 

抗菌剤を 3 日間投与した 17 日齢のラットに対し，S．mutans 懸濁液を含む生

理食塩水 200 μL をピペットを用いて経口投与し，S．mutans を口腔内に感染さ

せる処置を 5 日間連続して実施した． 

24 日齢のラットに対し，ラットの臼歯部プラークを滅菌綿棒にて採取し，

1,500 μg/mL ストレプトマイシン添加 Mitis Salivarius-Bacitracin（MSB）寒天培

地（Becton，Dickinson and Company）に播種し，48 時間嫌気培養後にコロニー

形成を評価し，S．mutans の口腔内への感染を確認した． 

S．mutans の感染開始日から実験終了に至るまで，う蝕誘発粉末飼料（スク

ロース 56%，小麦粉 7% 含有）（Diet 2000，日本クレア，東京）を不断給餌で与

え続けることにより，ラットに対してう蝕を誘発するとともに，う蝕に継発す

る歯髄炎を惹起させた． 

 う蝕を誘発していない健全歯をコントロールとして用いた（sound 群）．試料

数は，各群 8 とした． 
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2) マイクロ Computed Tomography（CT）画像の撮影 

ラット上下顎第一臼歯におけるう蝕の進行程度の変化を同一個体にて経時的

に観察するために，う蝕誘発を継続している 28 日齢から 70 日齢にかけて，マ

イクロ CT 撮影 (SKYSCAN 1276，Bruker) を 1 週間に 1 回実施した．撮影に先

立って，全身麻酔として塩酸メデトミジン（0.15 mg/kg）（メデトミン注，明

治アニマルヘルス，熊本），ミダゾラム（2 mg/kg）（ミダゾラム注，サンド，

東京），酒石酸ブトルファノール（2.5 mg/kg）（ブトルファノール酒石酸塩，

富士フイルム和光純薬）を含む 3 種混合麻酔を生理食塩水（大塚生食注，大塚

製薬，東京）で希釈し腹腔内投与した．撮影されたデータは，画像解析ソフト

ウェア（TRI 3D-BON，ラトックシステムエンジニアリング，東京）にて画像

化した． 

得られた画像を過去の報告(Huang et al. 2023)に基づき，象牙質の厚みに対す

るう蝕の深さが 1 / 3 から 2 / 3 に至るものを moderate 群，2 / 3 を超えるものを 

severe 群，露髄に至るものを exposed 群と分類した（図 3 b）． 

撮影条件は最大管電圧 100 kVp，管電流 194 µA，スライス幅 40 µm，Field of 

view（FOV）20 mm とした． 
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3) MRI による T2 強調画像の撮影 

ラット上下顎第一臼歯における歯髄組織の経時的変化を同一個体にて観察す

るために，Ⅲ－1．2) と同様に，う蝕誘発を継続しつつ，28 日齢から 70 日齢に

至るまで，7T MRI にて T2 強調画像の撮影を 1 週間に 1 回実施した．なお，撮

影条件は Ⅱ－1．1) と同様とした． 

MRI 撮影後，sound，moderate，および severe 群では遠心の歯冠部歯髄の，

exposed 群では遠心の露髄部直下歯冠部歯髄の MR 信号強度を Image J Fiji を用

いて定量した．ROI の設定は，Ⅱ－1．2) と同様の手法にておこなった．Ⅱ－2．

より，咬筋深部が内在性コントロールとして適当であると示されたことから，

得られた各群の遠心歯冠部歯髄の MR 信号強度と，同一撮影断面上の咬筋深

部の MR 信号強度に対する比である MR 信号比を導き出すことにより，各群

の歯冠部歯髄の MR 信号強度の定量をおこなった． 

 

4) 統計学的解析 

得られた各群の MR 信号比を，One-way ANOVA，Tukey’s test にて危険率 5%

で統計学的評価をおこなった．解析ソフトウェアには IBM® SPSS® Statistics 22

を用いた． 
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2．結果 

う蝕誘発群，sound 群における 28 日齢から 70 日齢にかけての同一個体での

マイクロ CT，T2 強調画像を経時的に撮影した結果を示す（図 4）． 

全ての群のマイクロ CT 画像において，28 および 35 日齢では下顎第一臼歯

の根尖孔の開大が確認された（図 4 a，b）．う蝕の進行に関しては，同じく下

顎第一臼歯において，概ね 42 日齢で moderate 群へ（図 4 c），49 から 56 日齢で 

severe 群へ（図 4 d，e），そして 63 から 70 日齢で exposed 群へ（図 4 f，g）と

う蝕が進行していく様子が観察された． 

sound 群の下顎第一臼歯の T2 強調画像では，ほぼ全ての試料において 28 日

齢から 70 日齢にわたり，髄角部が白色に描写される，すなわち高 MR 信号領

域を認めた（図 4 o-u，図 5 i-l）．次に，う蝕が誘発されたラットでは，まずう

蝕初期にあたる下顎第一臼歯の根尖孔の開大が観察された時期においては，

sound 群と同様に下顎第一臼歯の髄角部において，高 MR 信号領域を認めた

（図 4 h，i，図 5 e）．また，moderate 群においても，髄角部において高 MR 信

号領域を認め，同一日齢の sound 群と類似した所見が得られた（図 4 j，図 5 f）．

しかし severe 群では，moderate 群および sound 群と比較して，髄角に限局して

いた高 MR 信号領域が歯冠部歯髄の広い領域において観察された（図 4 k，1，

図 5 g）．さらに exposed 群では，露髄部直下の髄角部において明らかな低 MR 
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信号領域が発現している像が観察された（図 4 m，n，図 5 h）． 

sound，moderate，および severe 群のう蝕近傍の歯冠部歯髄と exposed 群の露

髄部直下歯冠部歯髄の MR 信号比の定量をおこなった結果，sound，moderate，

および severe 群間では，統計学的な有意差は認められなかった（p > 0.05）．一

方 exposed 群では，他の群と比較して有意に低い MR 信号比が示された（p < 

0.05）（図 6）． 

以上の結果より，う蝕の進行に伴い高 MR 信号領域が歯冠部歯髄全体へと拡

大傾向を示し，露髄に至った場合は露髄部直下の歯髄組織において低 MR 信号

領域を認めるという，特徴的な T2 強調画像が得られた． 
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Ⅳ．う蝕の各進行段階における歯髄の病理組織学的評価 

 

実験 Ⅲ より，う蝕の各進行段階における歯冠部歯髄組織において特徴的な 

T2 強調画像が得られたことから，う蝕の進行に応じて歯髄組織内では異なる病

態が引き起こされていることが示唆された．そこで，歯髄組織内における病態

変化の詳細な解析をするために，病理組織学的検討をおこなうこととした． 

 

1．材料および方法 

1) う蝕由来歯髄炎の誘発  

 Ⅲ－1．1) と同様の方法にて，ラットにう蝕由来歯髄炎を惹起させた． 

 

2) MRI による T2 強調画像の撮影 

 Ⅱ－1．1) と同様の方法にて，う蝕由来歯髄炎が惹起されたラット歯髄の T2 

強調画像の撮影をおこない，歯髄の状態を観察した． 

 

3) マイクロ CT 画像の撮影 

  T2 強調画像の撮影後に，実験動物をペントバルビタールナトリウム（ソム

ノペンチル®，共立製薬，東京）の腹腔内過剰投与により屠殺した後，4% パラ
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ホルムアルデヒド水溶液（4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液，ナカラ

イテスク，京都) を用いて灌流固定をおこなった．続いて被験歯を含む上顎骨，

下顎骨をそれぞれ摘出し軟組織を除去した後，う蝕の進行程度を観察するため

に，マイクロ CT （R-mCT2®，RIGAKU，東京）の撮影をおこなった．撮影条

件は最大管電圧 90 kVp，管電流 160 µA，スライス幅 5 µm，FOV 5 mm とした．

得られたマイクロ CT 画像より，Ⅲ－1．2) と同様の基準を用いて，う蝕の進行

程度を分類した． 

 

4) 病理組織学的評価 

 マイクロ CT 解析に用いた試料を，4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液

にて 12 時間，4°C にて浸漬固定をした後，脱灰溶液（カルキトックス，富士フ

イルム和光純薬）中に 7 日間浸漬し，4°C にて脱灰をおこなった．脱灰終了後，

上昇アルコール系列にて脱水，パラフィン包埋をおこない，回転式ミクロトー

ム（RM 2155，Leica，Wetzlar，ドイツ）にて厚さ 6 μm の連続切片を作製した．

作製された切片に対して，以下に示す手順にてヘマトキシリン－エオジン（以

下 H-E）染色ならびに免疫組織化学染色をおこなった． 

H-E 染色には，ヘマトキシリン溶液（Mayer’s Hematoxylin，富士フイルム和

光純薬），エオジン溶液（Pure Eosin Solution，武藤化学，東京）を用いた． 
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免疫組織化学染色は以下の方法で実施した．まず切片の剥離を防止するた

めに，56℃ に設定した DNA オーブン（MI-100，クラボウ，大阪）内に試料を 

30 分間静置した．脱パラフィン，再水和後，10 mM クエン酸緩衝液（pH 6.0）

に浸漬し，78℃ で 20 分間反応させることで抗原の賦活化をおこなった．その

後室温に戻し，りん酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄し，3％ 過酸化水素水

（過酸化水素，関東化学，東京）に 20 分間浸漬し，内在性ペルオキシダーゼ

活 性 の ブ ロ ッ キ ン グ を お こ な っ た ． 本 実 験 で は CD43 ， CD68 ， Matrix 

metalloproteinases 9（MMP9）に対する免疫組織化学染色をおこなった．CD43 

に関しては，10% ウマ正常血清を用いて室温環境下で 60 分ブロッキングをお

こなった後，一次抗体として 1 : 500 に希釈したマウス抗ラット CD43 モノクロ

ーナル抗体（Anti-CD43 抗体 ab22351，Abcam，Cambridge，英国）を 4℃ で一

晩反応させた．一方 CD68 および MMP9 に関しては，10% ヤギ正常血清を用い

て室温環境下で 60 分間ブロッキングをおこなった後，一次抗体として 1 : 400 

に 希釈したウサギ 抗ラット  CD68 ポリ クローナル抗体（ Anti-CD68 抗体 

ab125212，Abcam），および 1 : 250 に希釈したウサギ抗ラット MMP9 ポリクロ

ーナル抗体（Anti-MMP9 抗体 ab38898，Abcam）を 4℃ で一晩反応させた．そ

の後 ABC キット（VECTASTAIN® Elite® ABC Kit，VECTOR LABORATORIES，

Newark，CA，米国）および  DAB 染色キット（ImmPACT® DAB，VECTOR 
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LABORATORIES）を製造元の指示に従い用いて各抗原を検出した．対比染色

として Mayer’s Hematoxylin を用いた核染色をおこなった．その後，オールイン

ワン蛍光顕微鏡（BZ-X810，キーエンス，大阪）を用いた観察に供した． 

 

2．結果 

 う蝕の各進行段階における T2 強調画像，マイクロ CT 画像，H-E 染色（図 

7），および各抗体に対する免疫組織化学染色（図 8，9）の結果を示す． 

 マイクロ CT 画像において観察されたう蝕の進行程度を元に各群に分類した

（図 7 a-d）．T2 強調画像ではⅢ 2．と同様に，sound および moderate 群では髄

角において高 MR 信号領域が観察され（図 7 e，f），severe 群では高 MR 信号領

域が歯冠部歯髄の広い領域に及んでいる様子が観察された（図  7 g）．また 

exposed 群では露髄部周辺において低 MR 信号領域が発生する様子が観察され

た（図 7 h）． 

 H-E 染色では，sound 群の歯髄組織においては，炎症性細胞様細胞の浸潤や

第三象牙質の形成は認められず，象牙芽細胞の整った配列等が観察された（図 

7 i，m）．また，moderate 群の歯髄組織では，炎症性細胞様細胞の浸潤が軽度に

認められるようになり，加えて，う蝕直下における第三象牙質の形成や象牙芽

細胞の配列の軽度の乱れが観察された（図 7 j，n）．さらに severe 群では，
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moderate 群と比較してより顕著な炎症性細胞様細胞の浸潤を認めるようになり，

加えて，う蝕直下における第三象牙質の形成や象牙芽細胞の配列がより広範囲

において乱れている様子が観察された（図 7 k，o）．最後に exposed 群では，露

髄部の周囲においては，severe 群と比較して第三象牙質の形成や象牙芽細胞の

配列がさらにより広範囲において乱れている様子が観察されるだけでなく，露

髄部直下の歯髄組織中においては，核－細胞質比が高いリンパ球様細胞が著明

に浸潤している様子が観察された（図 7 l，p）． 

 CD43 および CD68 の免疫組織化学染色をおこなった結果，sound 群では 

CD43 または CD68 のいずれかを発現するような細胞は認められなかった（図 8 

a-d）．moderate 群では，CD43 または CD68 のいずれかを発現する炎症性細胞の

浸潤が，高 MR 信号領域とほぼ一致したう蝕直下において認められた（図 8 e-

h）．severe 群では，高 MR 信号領域の拡大とともに，CD43 または CD68 のいず

れかを発現する炎症性細胞の浸潤が歯冠部歯髄の広範囲において観察された

（図 8 i-l）．exposed 群では severe 群と同様に，CD43 または CD68 のいずれか

を発現する炎症性細胞の浸潤が歯冠部歯髄の広い領域において観察されただけ

でなく，露髄部直下においては，他群と比較してより多数の CD43 または 

CD68 のいずれかを発現する炎症性細胞の集積が観察された（図 8 m-p）．この
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ことから露髄部直下の歯髄組織では他の部位と比較して，より重度な炎症が惹

起されていることが示唆された． 

MMP9 の免疫組織化学染色をおこなった結果，sound，moderate，および

severe 群において MMP9 の発現は観察されなかった（図 9 a-f）．一方 exposed 

群では，T2 強調画像上において低 MR 信号領域が認められた範囲とほぼ一致し

て，MMP9 の発現が観察された（図 9 g，h）．特に露髄部直下においては，周

囲と比較してより高密度な MMP9 の集積が観察された（図 9 h）． 
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Ⅴ．断髄による不可逆性歯髄炎領域の特定 

 

実験 Ⅲ および Ⅳ より，う蝕により露髄を呈する exposed 群では，露髄部直

下歯髄において他群より有意に低い MR 信号比を示し，同領域においては，顕

著な炎症性細胞浸潤を認めたのに加え，不可逆性歯髄の分子マーカー候補と報

告されている MMP9 (Fouad 2022) の発現が認められるなど，他のう蝕誘発群と

比較して，より重篤な歯髄炎が惹起されていることが示唆された．より重篤な

歯髄炎を惹起していると考えられる低 MR 信号領域が，実際に臨床における不

可逆性歯髄炎に罹患しているかについて検証するために，Ⅲ－1．1) と同様の

方法にて作製された exposed 群のラットに対して，低 MR 信号領域を選択的に

除去し，それ以外の領域は保存する生活歯髄切断（断髄）実験をおこなった． 

 

1．材料および方法 

1) 断髄使用材料におけるアーチファクト検証 

 断髄実験に使用する各種歯科材料の，MRI 撮影時における磁化率アーチファ

クトの有無を確認するために以下の実験を断髄実験に先立っておこなった． 

 断髄実験用の材料として，MTA（ProRoot® MTA，Dentsply Sirona，Charlotte，

NC，米国）（以下 MTA），歯面処理剤（クリアフィル®ユニバーサルボンド 
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Quick ER，クラレノリタケデンタル，東京）（以下 Quick)，コンポジットレジ

ン（クリアフィル®マジェスティ® ES Flow High，クラレノリタケデンタル）

（以下 CR）を用いることとした．断髄実験に使用する材料の Lot No. および組

成を表 2 に示す．MTA を製造元の指示に従い練和した後，内径 3 mm，高さ 10 

mm のテフロン製のモールド内に填入し，圧接することにより緊密に充填をお

こなった．Quick，CR に関しては同様の形状のモールド内にそれぞれ充填した

後，2 方向から 20 秒ずつ光照射をおこない硬化させた．続いて，相対湿度 

95％，温度 37℃ のインキュベーター（THE051FA，ADVANTEC，東京）中に，

テフロンモールド内に材料を充填した状態のまま 24 時間静置し最終硬化体を

得た．なおコントロールとしては，何も充填していないモールドを用いた

（Control）． 

 得られた各硬化体をマイクロチューブ（Safe-Lock Tubes 2.0mL，Eppendorf，

Hamburg，ドイツ）内に入れ，蒸留水で満たした．その後 7T MRI を用いて，

各マイクロチューブの T2 強調画像を撮影した．なお撮影条件は，Ⅱ－1．1) と

同様とした． 

 

2) う蝕由来歯髄炎の誘発 

 Ⅲ－1．1) と同様の方法にて，ラットの臼歯にう蝕に由来する歯髄炎を惹起
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させた．なお本実験では，露髄を呈した下顎第一臼歯を用いることとした． 

 

3) 術前 におけるマイクロ CT 画像の撮影 

 Ⅲ－1．2) と同様の薬剤，機器，撮影条件を用いて，ラット下顎第一臼歯の

マイクロ CT 画像を撮影した．その結果，ラットの下顎第一臼歯にう蝕に起因

する露髄が引き起こされており，exposed 群に相当することを確認した． 

 

4) 術前における T2 強調画像の撮影 

 Ⅱ－1．1) と同様の薬剤，機器，撮影条件を用いて，ラット下顎第一臼歯の 

T2 強調画像を撮影した．これにより，ラットの下顎第一臼歯の露髄部直下にて

おいて，これまでの実験と同様に低 MR 信号領域が観察されることを確認した． 

 

5) 断髄実験 

 Ⅲ－1．2) で使用した 3 種混合麻酔をラットに対して腹腔内注射にて投与し，

全身麻酔をおこなった．さらに，塩酸リドカイン（20 mg / ml），アドレナリン

（0.0125 mg / ml）を含む歯科用キシロカインカートリッジ（リドカイン塩酸

塩・アドレナリン注射液，Dentsply Sirona）を用いて下顎臼歯部に局所麻酔を

おこなった． 
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以降の処置は全て，歯科用マイクロスコープ（M60，Leica，Wetzlar，ドイツ）

観察下にておこなった．exposed 群のラット下顎第一臼歯に対し，ラバーダム

防湿をおこない，アルコール綿球による清拭をおこなった．その後，マイクロ

エキスカベータ―（O・K マイクロエキスカ，サンデンタル，大阪）およびラ

ウンドバー（ISO #006，Dentsply Maillefer，Ballaigues，スイス）を用い，う蝕

を除去した．う蝕の除去に際しては，う蝕検知液（カリエスディテクター，ク

ラレノリタケデンタル）を使用し，う蝕が完全に除去されていることを確認し

た．染色部を完全に除去した後，新しい滅菌ラウンドバーに交換し，マイクロ 

CT 画像，ラウンドバーの径，ならびに咬頭，髄角，およびセメントエナメル

象牙境といった解剖学的指標を参考にしつつ，低 MR 信号領域に相当する歯冠

部歯髄を機械的に除去し，断髄をおこなった．その後，断髄面を 2.5% 次亜塩

素酸ナトリウム水溶液を用いて化学的に清掃し，歯髄からの止血を確認した．

続いて，MTA を歯髄腔内に充填し，Quick にて歯面処理後，CR 充填をおこな

った．対合歯との咬合調整をおこない，充填物の脱離を防止した． 

 

6) 術後における T2 強調画像の撮影 

 断髄から 6 週間経過後，Ⅱ－1．1) と同様の薬剤，機器，撮影条件を用いて，

ラット下顎第一臼歯の T2 強調画像を撮影した． 
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7) 術後におけるマイクロ CT 画像の撮影  

 術後の T2 強調画像を撮影した後，Ⅳ－1．3) と同様の薬剤，機器，撮影条件

を用いて，ラットを灌流固定した後，下顎骨を摘出し，ラット下顎第一臼歯の

マイクロ CT 画像を撮影した． 

 

8) 病理組織学的観察 

 Ⅳ－1．4) と同様の方法にて，断髄後のラット下顎第一臼歯の H-E 染色，な

らびに CD43，CD68，および MMP9 に対する免疫組織化学染色をおこなった． 

 

2．結果 

 断髄実験で使用する各種歯科材料に関して，磁化率アーチファクトの有無を

観察したところ，全ての材料において明らかな磁化率アーチファクトは観察さ

れなかった（図 10 a-d）．このことから，本検証に用いた各種歯科材料を用いて，

断髄実験をおこなうこととした． 

 断髄実験前のマイクロ CT ，T2 強調画像の撮影をおこなった結果，う蝕の進

行に起因する露髄ならびにその露髄部直下においてⅢ，Ⅳ－2．で得られた結

果と同様に，低 MR 信号領域が観察された（図 11 a，b）． 

 断髄実験の 6 週間後にマイクロ CT 画像の撮影をおこなった結果，断髄部直
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下の歯髄組織において第三象牙質の形成が観察された（図 11 c）．また根尖性歯

周炎を示唆する根尖部周囲組織の透過像は観察されなかった（図 11 c）．さらに 

T2 強調画像の撮影をおこなった結果，近心根において MR 信号が観察され，生

活反応があることが示唆された（図 11 d）． 

 H-E 染色の結果，断髄面においては，MTA に接する領域に第三象牙質の形成

が認められた（図 11 e-g）．一方，根尖部における骨吸収や炎症性細胞様細胞の

浸潤を示す所見，さらには歯髄組織内における明らかな炎症反応は認められな

かった（図 11 e-h）．免疫組織化学染色をおこなった結果，断髄後の歯髄組織内

ならびに根尖部において，CD43 または CD68 のいずれかを発現する炎症性細

胞の浸潤は観察されなかった（図 12 c-f，g-j）．最後に，MMP9 に関する免疫組

織化学染色をおこなった結果，MMP9 に関しても，歯髄組織内や根尖部におい

てその発現は観察されなかった（図 12 k-n）． 

以上の結果より，露髄部直下の低 MR 信号領域を選択的に除去する断髄をお

こなうことによって，残存歯髄組織中には炎症反応を認めず，断髄面直下にお

いては第三象牙質の形成を認め，さらに根尖周囲に炎症像を認めなかったこと

などから，保存した歯髄組織が治癒に導かれていることが示された． 
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Ⅵ．考察 

歯髄保存の重要性がこれまで以上に注視されている昨今において (ESE 2019; 

AAE 2021) ，かつては歯髄除去療法に含まれていた断髄が，現在では歯髄保存

療法のひとつとして，多くの研究報告が蓄積されている (Cushley et al. 2019; 

ESE 2019; AAE 2021; Donnelly et al. 2022; Philip and Suneja 2022) ．それに伴い，

従来であれば，不可逆性歯髄炎と診断されて抜髄がおこなわれていた症例であ

っても，歯髄の不可逆性炎症領域のみを選択的に除去する断髄をおこなうこと

により，残存した健全歯髄の保存が可能であるという考えが現在は普及しつつ

ある (Ng et al. 2007; Asgary et al. 2014; Linsuwanont et al. 2017; Taha and Khazali 

2017; Asgary et al. 2018; Cushley et al. 2019; Uesrichai et al. 2019; Ather et al. 2022) ．

う蝕罹患歯の歯髄では，う蝕の進行に伴い，まずは最外側の象牙芽細胞が，次

いで線維芽細胞や幹細胞，各種の免疫細胞等が病原体を認識して，多様な炎症

反応が引き起こされると言われている (Farges et al. 2009; ESE 2019) ．う蝕の進

行により炎症が重篤化すると，歯髄組織内では，浸出液の貯留などにより組織

圧が上昇し，血管が圧迫されることにより虚血や壊死が引き起こされる 

(Heyeraas and Berggreen 1999; Ricucci et al. 2019) ．また，このような歯髄におけ

る炎症反応は，まずはう蝕罹患部位直下の歯髄組織に限局して発生し，う蝕の

進行に伴って，そこから次第に歯髄全体に波及していくということが示されて
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いる(Bakhtiar et al. 2017; Ricucci et al. 2019) ．これは，う蝕罹患歯の歯髄組織中

において，炎症を生じている領域と，健全な領域とが同時に存在することを意

味しており，う蝕の進行とともに炎症領域が徐々に拡大していく．炎症領域と

健全領域が混在した状況において，重篤な不可逆性炎症を発症した歯髄組織を

選択的に除去することにより，健全歯髄の保存が可能になる，という理論で断

髄処置は成功すると考えられている (ESE 2019; Ricucci et al. 2019; AAE 2021) ．

当然ながら，除去すべき不可逆性炎症を有する領域は症例によって異なる．し

かし，現在の歯髄診査法は，客観性に乏しい患者の疼痛を基準とした歯髄全体

に対するものであり，歯髄組織中の除去すべき領域を術前に決定することは不

可能である(AAE 2021)．そのため歯髄のより詳細な領域に対しての診断が可能

な，客観的診査法の開発が必要とされている (ESE 2019; Ricucci et al. 2019; AAE 

2021) ． 

しかし，これまでに客観的かつ正確な歯髄診断の実現を目的とした，非侵襲

的な歯髄の炎症状態に関する詳細な研究報告は未だになされていない．そこで

われわれは，ラットう蝕由来歯髄炎モデル (Huang et al. 2023) と微小領域の精細

な画像が撮影可能な超高磁場 7T MRI (Regatte and Schweitzer 2007) に加え，病理

組織学的な手法を用いることにより，う蝕の進行とそれに伴う歯髄における炎

症の関連についての詳細な解明を目指した．これにより，従来よりも客観的か
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つ正確な，う蝕由来歯髄炎の新規術前診断法の基盤を確立することを目的とし

て本研究をおこなった． 

MRI を用いてう蝕由来歯髄炎の観察をおこなう際，炎症反応により歯髄組織

における浸出液等の増減が予想されることから，水分量の差を明確に可視化す

ることができ (Smith et al. 1985) ，かつ MRI を用いた歯髄評価の過去の報告 

(Gahleitner et al. 1999; Assaf et al. 2014; Assaf et al. 2015; Iohara et al. 2016) にて多

用されている T2 強調画像を撮影するのが適切であると考えた．しかし，T2 強

調画像上においては CT 画像上における CT 値のような絶対値が存在せず，相

対値である MR 信号強度のみしか得られない．そのため，T2 強調画像のみでは

同一個体における異なる断面の画像や異なる個体間での比較が不可能であると

いう問題点がある．理想的には，蒸留水やオリーブ油で満たされたマイクロチ

ューブ等を，撮像対象となる上下顎臼歯の歯髄が含まれる同一断面上に静置し，

それらをコントロールとすべきであったが (Mitsouras et al. 2017) ，ラットを用

いた本研究では MRI の撮影対象近傍に，マイクロチューブ等を置くための物理

的なスペース確保が困難であった．そのため本実験では，T2 強調画像と同時に，

絶対値である T2 値が得られる T2 map 画像を同時に撮影することとした．すな

わち，得られた T2 強調画像を参考に臓器を特定し，さらに同一撮影断面とな

る T2 map 画像を用いることにより，先に特定した臓器における T2 値を定量解
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析することとした．これにより，ラットの日齢や個体に関わらず，T2 値がほぼ

一定で得られる内在性コントロールとなり得る臓器を探索することを試みた．

その結果，咬筋深部がほぼ一定の T2 値を示したため（図 2），今後の実験では，

同部を内在性コントロールとして用いることとした． 

 う蝕由来歯髄炎の病態を解明するために，ラット下顎第一臼歯におけるう蝕

の進行とそれに伴う歯髄の状態の経時的観察をおこなった．本研究においては，

同一個体を用いた経時的な撮影の結果，28，35 日齢では，う蝕誘発群と sound 

群の両方において，根尖の開大が観察された（図 4 a，b，図 5 a）．過去の報告

より，SD ラットの下顎第一臼歯の根尖は 35 日齢前後にて完成することが明ら

かとなっており (Xu et al. 2011) ，これは今回の実験結果とも一致する．根未完

成歯では，歯髄における反応が成熟した永久歯とは異なる可能性が考えられる

ため，以降の実験では，確実に根尖が完成した 42 日齢以降について着目する

こととした． 

う蝕誘発群のマイクロ CT 画像より，う蝕が誘発され，露髄へと至る過程が

経時的に観察された（図 4 a-g，図 5 a-d）のに伴い，moderate 群では高 MR 信

号領域が髄角部分に限局しており（図 4 j，図 5 f），severe 群では高 MR 信号領

域が歯冠部歯髄の広い範囲に拡大していたのに対し（図 4 k，l，図 5 g），

exposed 群では露髄部直下において低 MR 信号領域が発生する様子が観察され
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た（図 4 m，n，図 5 h）．その信号強度について定量評価をおこなった結果，

moderate 群や severe 群における MR 信号比は sound 群と比較して有意差は認め

られなかったのに対して，exposed 群の露髄部直下では他群と比較して有意に

低いことが明らかとなった（図 6）．今回の MR 信号比の定量評価の際には，過

去の報告に従い (Juerchott et al. 2022) ，各 ROI 内より得られる輝度値の最大値

を信号強度として採用した．これは歯髄が象牙質やエナメル質などの水分含有

量が少なく輝度値が極めて低い硬組織によって取り囲まれているためである 

(Juerchott et al. 2022) ．具体的には，ROI 設定時に，歯髄周辺の硬組織が ROI 内

に一部でも含まれると，輝度値の最小値や平均値は大きく影響を受ける可能性

が高く，歯髄組織の輝度値を安定して得ることが困難となる (Juerchott et al. 

2022) ．一方で，最大値に関しては，輝度値が極度に低い周辺の硬組織の影響

は受けにくく，安定して結果が得られるという過去の報告もあるため (Juerchott 

et al. 2022) ，本研究においては，各 ROI 内の最大値を歯髄の輝度値として採用

することとした． 

以上のように，ラット同一個体におけるう蝕の進行に伴う歯髄炎の経時的な

変化を T2 強調画像の変遷という形で撮影することに成功し，さらにう蝕の進

行段階に応じて特異的な T2 強調画像が得られた．このことは，MRI が非侵襲

的かつ経時的に歯髄の状態を評価する技術として有用であることを示すもので
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あると同時に，各う蝕の進行段階において歯髄で異なる病態が引き起こされて

いることを示唆している．そこで次の実験では，これまでに得られた結果の詳

細について検討するために，病理組織学的評価を実施した． 

歯髄炎に罹患している歯髄組織では，T リンパ球や好中球，単球及びマクロ

ファージ等の炎症性細胞が浸潤しており，これらの細胞が炎症反応や創傷治癒

に関連していると報告されている (Izumi et al. 1995; Yoshiba et al. 2003; Nakanishi 

et al. 2005; Novak and Koh 2013) ．そこで本研究では，T リンパ球や単球などと

いった炎症性細胞のマーカーである CD43 (Barran et al. 1997) と，マクロファー

ジのマーカーである CD68 (Allison et al. 2023) とを用いることにより，歯髄にお

ける炎症反応の遷移を評価することとした． 

一方，本研究では，歯髄炎のより詳細な病態解明の実施を目指しているため，

不可逆性歯髄炎の存在を示す特異的な指標が必要であると考え，これまでに報

告されている不可逆性歯髄炎のマーカー候補を用いることとした．近年，不可

逆性歯髄炎に特異的な分子マーカーを探索する研究が多くおこなわれており，

これまでに  interleukin-1β（IL-1β）  や  interleukin-6（IL-6），tumor necrosis 

factor-α（TNF-α），そして MMP9  などの炎症性サイトカインやタンパク質分

解酵素等がその候補として挙げられている (Elsalhy et al. 2013; Chen et al. 2020; 

Kritikou et al. 2021; Wu et al. 2022) ．そのなかでも MMP9 は他の分子と比較して
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高頻度に報告されている (Tsai et al. 2005; Sambandam V and Neelakantan 2014; 

Mente et al. 2016; Rechenberg et al. 2016; Zanini et al. 2017; Chen et al. 2020; Al-

Natour et al. 2021; Kritikou et al. 2021; Fouad 2022) ．MMP9 はタンパク質分解酵

素の 1 種である matrix metalloproteinase ファミリーのひとつで，種々の炎症や

創傷治癒に深く関連していると報告されているおり (Nagase and Woessner 1999) ，

近年では，皮膚における重度の炎症性疾患，関節リウマチ，癌の転移等といっ

た疾患との深い関連が注目されている  (Wang et al. 2014; Sharma et al. 2021; 

Batool et al. 2023) ．以上のことから，本研究では，より重篤な歯髄炎を表す指

標として，MMP9 を用いることとした． 

 本研究において，moderate 群から severe 群へとう蝕が進行するにつれて，高 

MR 信号領域が歯冠部歯髄全体へと拡大する現象を病理組織学的に評価した結

果，高 MR 信号領域とほぼ一致して CD43，CD68 を発現する炎症性細胞の浸潤

が観察された（図 8 e-l）．CD43，CD68 が表す T リンパ球やマクロファージな

どの炎症性細胞は前述の通り，歯髄炎の進行に伴い，う蝕直下の歯髄組織中に

発現することが知られている (Izumi et al. 1995; Yoshiba et al. 2003; Nakanishi et al. 

2005; Novak and Koh 2013) ．一般的に，T2 強調画像上において信号強度が高い，

つまり白色に描写されるのは，その部位においてプロトン，つまりは水分が多

いことを意味している (Sanjay and Ernest 2018) ．そのため，健全な同一臓器と
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比較して，高信号に描写される部位では，炎症や浮腫，癌化などの水分含有量

が増加する現象が引き起こされている可能性が高い (Sanjay and Ernest 2018) ．

このことから，う蝕直下の歯髄組織では，血管透過性の亢進や浸出液の貯留な

どの炎症反応が惹起されており，組織内の水分含有量が増加したことで，高 

MR 信号領域が観察されたと考えられる． 

sound 群では，髄角において高 MR 信号領域を認めたものの，同領域におけ

る炎症性細胞は観察されなかった（図 7 e，i，m，図 8 a-d，図 9 a，b）．これは，

マイクロ CT の結果より観察できる，ラットの咬頭部における咬耗が関係して

いると考えられる（図 7 a）．つまり，咬頭直下の髄角部では，常に外来刺激に

さらされており，その結果，歯髄の活発な防御活動がおこなわれており，本研

究の免疫組織化学染色では検出できなかった細胞等の影響により，水分量が増

加する現象が起きていると推察される．従って，本研究における高 MR 信号領

域には必ずしも炎症があるわけではなく，外来刺激やう蝕への罹患の有無など

の複合的な情報を統合した上で，炎症の有無については判断する必要があると

考えられる． 

moderate 群 と severe 群の病理組織学的評価においては，H-E 染色にて，反応

象牙質の形成や象牙芽細胞の配列の乱れなどが観察されたが（図 7 j，k，n，o），

これは，歯髄組織がう蝕の侵食に対しての防御活動を活性化させた結果である
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と考えられる．また免疫組織化学染色の結果，両群ともに，CD43 または CD68 

のいずれかを発現する炎症性細胞の浸潤が認められたが（図 8 e-l），不可逆性

歯髄炎の分子マーカー候補である MMP9 は発現が観察されなかった（図 9 c-f）．

以上のことから，moderate 群では，可逆性歯髄炎が惹起されたことにより，

CD43，CD68 のみの限局的な発現が認められ，さらにう蝕が進行した severe 群

では，それらの発現領域が拡大したと考えられる．また本結果は，歯髄におけ

る炎症反応は初期から歯髄全体に及んでいるわけではなく，う蝕直下の歯髄組

織から次第に広範囲に波及していくという過去の報告とも一致している 

(Bakhtiar et al. 2017; Ricucci et al. 2019) ．  

また moderate 群と severe 群の T2 強調画像においては，両群間において MR 

信号比間の統計学的な有意差は認められなかったものの（図 6），う蝕の進行に

伴い高 MR 信号領域が拡大するといった特徴的な違いを認めた（図 7 f，g）．今

後，さらに高頻度に T2 強調画像を撮影することや，MR 画像の解像度改善によ

る ROI 設定の厳密化などにより，より詳細なう蝕由来歯髄炎の病態解明に繋が

るのではないかと考えられる． 

一方，exposed 群においては，露髄部直下の低 MR 信号領域において，H-E 

染色ではリンパ球様の細胞の浸潤を多く認め（図 7 l，p），免疫組織化学染色で

は CD43 と CD68 の発現が，他のう蝕誘発群よりも多く観察された（図 8 m-p）．
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先述したように，う蝕に由来する歯髄炎をきたしている歯髄組織では CD43，

CD68 が表す T リンパ球やマクロファージが観察されることから (Izumi et al. 

1995; Yoshiba et al. 2003; Nakanishi et al. 2005; Novak and Koh 2013) ，より重篤な

う蝕の進行の結果，他群と比較してそれらがより多く発現したものと考えられ

る．さらに，moderate 群や severe 群では認められなかった不可逆性歯髄炎マー

カー候補である MMP9 の発現が低 MR 信号領域とほぼ一致して観察された（図 

9 g，h）．以上の結果から exposed 群では，露髄に至るう蝕の進行に伴い，他群

と比較してより重篤な炎症反応が惹起されたものと考えられる． 

過去の報告 (Huang et al. 2023) において，moderate 群では炎症反応に関与して

いる M1 型マクロファージ (Murray and Wynn 2011; López-Janeiro et al. 2020) と比

較して，創傷治癒に関連する M2 型マクロファージ (López-Janeiro et al. 2020; 

Zhang et al. 2021) が優勢に発現しており，う蝕除去後の歯髄組織にて炎症反応

が認められなかったことから，可逆性歯髄炎が惹起されていることが示されて

いる．本研究においても，moderate 群では，severe 群や exposed 群よりも CD43 ，

CD68 の低発現を認め，かつ MMP9 の発現は観察されないなど，可逆性歯髄炎

と考えられる軽度の炎症反応が惹起されていることが示され（図 8 e-h，図 9 c，

d），これは先の報告 (Huang et al. 2023) とも一致した．一方 severe 群では M1 型

マクロファージが M2 型マクロファージと比較して優勢であり，う蝕除去後も
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炎症反応が残存していたことから，不可逆性歯髄炎が惹起されていると報告さ

れている．これは，severe 群よりもう蝕が進行し露髄に至っている exposed 群

においても，同様に不可逆性歯髄炎が惹起されている可能性が高いことを意味

している．さらに，本研究の exposed 群においても，炎症性細胞の高度な浸潤

を認めるだけでなく（図 8 m-p），不可逆性歯髄炎の分子マーカー候補である

MMP9 の発現が認められた（図 9 g，h）．この結果より，MMP9 の不可逆性歯

髄炎マーカーとしての信頼性がより向上したと考えられる．しかし，過去の報

告 (Huang et al. 2023) で不可逆性歯髄炎とされた severe 群においては，MMP9 の

発現は観察されなかった（図 9 e，f）．本研究の結果は，moderate 群と severe 群

ともに可逆性歯髄炎であると示唆するものであり，severe 群については先の報

告 (Huang et al. 2023) とは異なる結果が得られたことになる．その原因としては，

同じ不可逆性歯髄炎であったとしても，severe 群では比較的軽度の，exposed 群

ではより重度の不可逆性炎症が惹起されており，より重度の不可逆性歯髄炎の

指標となり得る MMP9 が，exposed 群においてのみ発現した可能性があると考

えられる．また，過去の研究 (Huang et al. 2023) と本研究との両方で用いた 

severe 群という基準のなかに，可逆性と不可逆性歯髄炎の分岐点が存在し，過

去の報告 (Huang et al. 2023) では severe 群のなかでもより exposed 群に近いもの

を，本研究ではより moderate 群に近いものを対象としていた可能性も考えられ
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る．今後は，より詳細なう蝕の進行段階の分類を臨床的に検討する必要がある

と同時に，MMP9 や不可逆性歯髄炎の分子マーカーの発現の時期についても詳

細に解析する必要があると考えられる． 

exposed 群の T2 強調画像において，露髄部直下で低 MR 信号領域が観察され

たことより，組織の水分含有量が低下していると考えられる．しかし一方で，

同部位では CD43 と CD68 陽性細胞の著しい浸潤や MMP9 の強発現が認められ

るなど（図 8 m-p，図 9 g，h），重篤な炎症反応が引き起こされていることも示

されている．これは，本来であれば高 MR 信号領域として認められるはずであ

る炎症反応が惹起されている領域が，低 MR 信号領域として撮像されていると

いう矛盾した結果のように見える．前述したように，う蝕の進行により歯髄炎

が重篤化すると，虚血や壊死が引き起こされる (Heyeraas and Berggreen 1999; 

Ricucci et al. 2019) ．他の報告では，T2 強調画像において，壊死に至った組織

では低 MR 信号が認められると示されている (Zhang et al. 2018) ．これらより，

露髄に至るような深在性う蝕に暴露されたことにより，露髄部直下の歯髄組織

においては重篤な歯髄炎による虚血や部分的な壊死が引き起こされ，組織の水

分含有量が低下することで，低 MR 信号領域が観察されたと考えられる．これ

は，ヒトのう蝕の進行段階と T2 値の関係を調べた過去の論文において，重度

う蝕に罹患している歯髄では，健全歯髄と比較して低い T2 値が得られるとい
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う報告 (Cankar et al. 2020) とも一致する．この低 MR 信号領域とほぼ一致して，

不可逆性歯髄炎の分子マーカーとしてより信頼性が高いとされた MMP9 の発現

が観察された（図 9 g，h）．ことから，exposed 群の低 MR 信号領域では，虚血

や壊死を伴う不可逆性炎症に相当するような，他群と比較してより重篤な歯髄

炎が惹起されていることが示された． 

以上のように exposed 群においては，低 MR 信号領域にて不可逆性炎症が惹

起されている可能性が示されたが，この領域が真に不可逆性炎症領域であるか

どうかを明らかにするためには，この領域を物理的に除去し，残存歯髄組織に

おける炎症反応や創傷治癒の経緯を観察する必要がある．また，exposed 群の

低 MR 信号領域は歯冠部歯髄の広い領域を占めていることから（図 9 g），断髄

によって，この低 MR 信号領域を完全に除去することで歯髄がどのような反応

を呈するかを検証するために，さらなる実験をおこなうこととした． 

 MRI 撮影時に，矯正器具やインプラント体などの金属やその他の歯科材料が

磁化率アーチファクトの原因になり得るかについての検証は過去に報告(Bohner 

et al. 2022)があるが，断髄実験に使用する MTA などの充填材料が，磁化率アー

チファクトの原因になり得るかについての報告はほとんど認められない．その

ため，断髄実験に用いる歯科材料における磁化率アーチファクトについて検証

をおこなった結果，いずれの材料についてもその発生は認められなかった（図 
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10 a-d）．過去の報告 (Graves and Mitchell 2013) では，主に磁化率の相違が磁化

率アーチファクトの原因になることが示されている．そのため，今回磁化率ア

ーチファクトが認められなかったのは，用いた歯科材料中に磁性金属が含まれ

ていない，もしくはごく微量にしか含まれていなかったため，試料内において

磁化率の相違がほとんど発生しなかったためであると考えられる． 

磁化率アーチファクトを引き起こさないことが判明した歯科材料を用いて，

低 MR 信号領域を除去する断髄をおこなった結果，術後 6 週間において，断髄

部直下に第三象牙質の形成が認められ（図 11 c，e-g），また歯髄で明らかな炎

症反応は呈されておらず，MMP9 の発現も認められなかった（図 11 e-g，図 12 

c-e，g-i，k-m）．さらに，根尖周囲組織にも炎症所見が認められなかった（図 

11 h，図 12 f，j，n）ことから，う蝕の進行により不可逆性炎症を発症していた

歯髄組織が，断髄で除去されることにより，創傷治癒機転がはたらき始めたこ

とが示された．これは，う蝕などの感染源が適切に除去された歯髄では，それ

まで浸潤していた T リンパ球などの炎症性細胞が消退し，創傷治癒が導かれる

とする過去の報告 (Yoshiba et al. 2003) とも一致する．さらに低 MR 信号領域お

よび MMP9 発現領域を物理的に除去後の歯髄においては，MMP9 の発現が認め

られず，炎症反応が消退し創傷治癒が誘導されたことから，MMP9 が不可逆性

歯髄炎のマーカーのひとつとして実証されたと考えられる． 
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さらに，断髄後の T2 強調画像では，近心根において MR 信号が認められ

（図 11 d），歯髄における MR 信号は，歯髄の生活反応を指し示すものである

という過去の報告から (Iohara et al. 2016; Nakashima et al. 2017) ，術後に近心根

の歯髄組織において生活反応があることが非侵襲的に示された．一方，同一断

面における断髄後の遠心根については MR 信号は認められなかった（図 11 d）．

これはラット下顎第一臼歯の遠心根管の頬舌径が概ね 100 μm 程度であるのに

対して，今回の T2 強調画像のスライス厚さが 300 μm と大きかったことから，

遠心根管を撮像できなかったためと考えられる．しかし，病理組織学的評価に

おいて，術後の遠心根内の歯髄組織においては明らかな炎症所見は認められず

（図 11 e，f，図 12 c，d，g，h，k，l），また遠心歯冠部において第三象牙質の

形成等を認めることから（図 11 c，e，f），T2 強調画像では撮像できていなく

ても，生活力を維持していると考えられた．以上のことから，exposed 群の歯

髄における低 MR 信号領域を除去したところ，保存した歯髄が創傷治癒傾向を

示したことから，不可逆性炎症領域が低 MR 信号領域内に含まれているという

ことが示された． 

本研究では 7T MRI という，超高磁場 MRI を用いて歯髄の病態観察をおこな

ったが，現在の日本では臨床において使用可能な静磁場の上限は 3T であり，

7T MRI を実臨床で用いることは困難である．しかし，3T MRI を用いたとして
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も，歯列の撮影を目的として調整された適切な受信用コイルを使用すれば，ヒ

ト歯髄であれば診断可能レベルの画像が撮影できることが報告されている 

(Juerchott et al. 2022) ．今後，本研究結果をもとに，臨床で用いられている MRI 

を用いた患者の歯髄炎診断に関する研究が実施可能となり，歯髄診断への MRI 

の臨床導入が，近い将来に実現できることが期待される． 

本研究により，超高磁場 MRI を用いることで，これまで実現困難であった歯

髄組織における不可逆性炎症を発症した領域を検知可能な，非侵襲的かつ定量

的な術前診断技術の基盤が確立された．一方で，断髄を始めとする歯髄保存療

法の高い成功率を達成するためには，術前診断に加えて，術中における診断技

術の確立も重要な因子であると考えられる (ESE 2019; AAE 2021; Duncan 2022) ．

しかし，術中診断の実現に必要不可欠な不可逆性炎症領域に特異的な分子マー

カーに対する検証は未だ十分とは言えない．今後は，この不可逆性炎症領域を

含むと示された低 MR 信号領域に対して，網羅的な遺伝子およびタンパク質解

析をおこなう予定である．これにより，不可逆性歯髄炎に特異的な分子マーカ

ーが特定されれば，歯髄炎の術中診断も実現可能となり，歯髄保存療法の予知

性および成功率がこれまでよりも改善していくことが期待される． 
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Ⅶ．結論 

超高磁場 MRI を用いることで，う蝕の侵襲により不可逆性炎症に陥った歯髄

の領域を選択的に術前診断可能であることが明らかとなり，歯髄炎の新規非侵

襲的および定量的診断法の基盤が確立された． 
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