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要 旨

　小児歯科臨床では，齢蝕や外傷にともなう歯髄

処置を行う頻度が多く，乳歯や幼若永久歯では可

能な限り歯髄を保存する処置が望ましく，ホルム

クレゾールや水酸化カルシウムによる歯髄の断髄

法が実施されている．しかしながら，ホルムクレ

ゾールは毒性が危惧され，水酸化カルシウムは強

アルカリであるために切断面表層部に壊死層が生

じるため，歯髄の破壊による内部吸収が問題視さ

れている．また，これら断髄法の評価は，臨床上

の有用性から覆髄剤に関する基礎および臨床的研

究が実施されているが，多くの研究が実験動物の

病理組織学的検討を行うことから，多数の個体を

実験に供しており，実験動物用のCTを用いた断

髄後の経時的な観察報告はない．

　今回我々は一匹の実験動物を連続的に観察可能

なin　vivo　Micro－CT（R＿mCT⑱）を使用し，ラッ

トの断髄後の経時的変化を連続的に観察した．材

料はWistar系8週齢のラットを使用し，全身麻

酔下にて，臨床的術式に準じて歯髄断髄法を実施

した．断髄は通法の切断とCO，レーザを応用しパ

ルス波3Wで断髄面の蒸散を行い，ホルムクレ

ゾールと水酸化カルシウムによる覆髄を行った．

術後より連続的に同一個体をR＿mCT‘1bを用いて

処置歯の観察を行った．なお，観察は近心根が最

も大きく，予後が明瞭に確認できることから，同

部の連続的観察を行った．撮影条件は管電圧70

kV，管電流120μAとした．観察後，5μmの連

続切片標本を作製し，病理組織学的観察を行っ
た．

　R＿mC吟を用いたラット断髄後の経時的変化

を観察した結果，覆髄剤の吸収程度，仮封材や根

尖部の透過像，断髄面直下の不透過像など処置歯

の経過を連続的に観察することができた．また，

通法の切断とCOルーザを応用した症例を比較し
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た結果，CO，レーザを応用した症例では，ホルム

クレゾール法で根尖部の透過像や歯根膜腔の拡大

が少なく，水酸化カルシウム法では切断面直下

に不透過像の出現など予後良好である傾向が

R＿mCT＠画像により判断でき，病理組織的観察

でも画像観察と同様な所見が確認できた．

　以上のことから，R＿mC’1〈11〉は，一匹の実験動

物を長期間観察し断髄後の覆髄剤，仮封材，処置

歯の経過や予後の連続的な観察が可能であり，組

織像と対応させることも可能である極めて有用な

観察手段であることが確認できた．

緒 言

　小児歯科臨床では外傷や舗蝕処置として歯髄処

置を行う頻度が多く，乳歯と永久歯との交換を円

滑に行う必要があり，永久歯列まで乳歯歯髄の役

割は重要である．そのために乳歯の歯髄処置は，

炎症や病的歯根吸収がみられない場合では，可能

な限り歯髄を保存する歯髄断髄法が有効な治療法

であり，生理的歯根吸収が1／2程度で歯冠に限

局する歯髄炎では，ホルムクレゾール法（以下

FC法と略す）や水酸化カルシウム法による断髄

法が用いられている．FC法は殺菌作用を有し，

蛋白固定作用により歯髄を固定する方法であり，

臨床成功率が高いといわれている．しかしなが

ら，FCの毒性や処置後に健全歯より早く歯根吸

収や脱落を起こすことが危惧されている1－7）．水

酸化カルシウム法は殺菌力を有さないもののFC

法と比べると毒性が低く，骨組織誘導能に優れて

おり，断髄面に壊死層を形成後，石灰化沈着によ

り骨様硬組織であるデンチンブリッジが形成され

る．また，強アルカリであるために切断面表層部

に壊死層を作り，歯髄の破壊による内部吸収が問

題とされている8－17）．歯髄の断髄法に関する基礎

19

および臨床的研究は数多く実施されている

が2－17），断髄方法として通法の他にCO、1／一ザー

を応用し断髄面の蒸散を目的とした報告があ

る18－2°）．しかし小児歯科臨床では頻用されず，経

時的な観察はされていない．また，断髄法の評価

は，実験動物を安楽死させ病理学的検討を行って

おり1－17）多くの動物を実験に供しているが，実験

動物用CTを用いて断髄後の経時的に観察した報

告はない．

　今回我々は一匹の実験動物を連続的に観察可

能な実験動物用CTであるin　vivo　micro－CT

（R＿mCT＠，　Rigaku　Co，　Tokyo，　JAPAN）（以下

R＿mC怜と略す）を使用し，　Wister系ラットの

第一臼歯を断髄後，処置歯の経時的変化を同一個

体で連続的に観察した．さらにR＿mC卵での観

察終，病理組織観察を行いR＿mC卵画像と組織

像を対応させCTの有用性の確認を行った．

材料および方法

1．断髄後のR＿mC卵による連続的観察

　Wistar系ラット（日本SL、C）6週齢の雄性を

搬入し2週間環境に適応させた．なお，飼料は日

本SLC社製のラット用固形飼料を与え，飲料水

は自由に与えた、

　8週齢のラットを使用し，ラットの腹腔内にペ

ントバルビタールナトリウム（ネンブタール⑪）

を注入し，全身麻酔下にて固定板に固定後，上顎

左側第一臼歯をヨードチンキにて消毒し，1／2

のラウンドバー（メルファー社製）を使用し，臨

床的術式に準じてマイクロモータにて注水下で断

髄し，生理的食塩水で洗浄後，滅菌小綿玉で水分

の除去を行った．覆髄剤は水酸化カルシウム法と

してカルビタール⑧（ネオ製薬社製），FC法とし

てパルパックV⑱（日本歯科薬品社製）を包摂し

Table　1：Experimental　Design

　　　Expehmental　Rat
Groups
　　　Number，　Tlme　po血t

Experimental　Rat　　Experimental　Rat　　Experi皿ental　Rat　　Expe血1ental　Rat　　Experimental　Rat

Number，　Time　point　Number，　Time　pohlt　Number，［fime　point　Number，　Time　point　Number，［Eime　point

CH 5　0day

CH＋工、　　5　0day

FC 5　0day

FC＋L　　　5　　0　day

5　3days

5　3days

5　3days

5　3days

5　7days

5　7days

5　7days

5　7days

510days

510days

510days

510days

5　14days

5　14days

5　14days

5　14days

5　30days

5　30days

5　30days

5　30days

C且；Calcium　HydroXide，　FC；Fo㎜ocresol，　L；Laser　irradiation
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た．断髄は通法の断髄のほかにCOルーザーを応

用しパルス波3Wで切断面の蒸散を行った．仮

封はグラスアイオノマーセメント（GC社製：フ

ジアイオノマータイプII）を行った．術後当日，

3日，7日，14日，30日，60日後に連続的にR

mCT（Dで観察，　R＿lnCT⑨による同一個体の連続的

に覆髄剤や仮封材など処置歯の画像観察を行っ

た．撮影条件は管電圧70kV，管電流120μAとし

撮影画像はパーソナルコンピューターに保存した

（Table　1）．

2．病理組織学的観察

　連続的に観察した後，ラットの腹腔内にペント

バルビタールナトリウム（ネンブタール③）にて

麻酔後，4％パラホルムアルデヒド（0．2M

phosphate　buffer：PB，　PH　7．4）にて灌流固定

を行い，上顎骨を離断した．試料は10％中性ホル

マリン溶液にて1日間浸漬固定後，通法に従い

5％EDTA溶液で1か月間脱灰し，上昇アル
コール脱水後，パラフィン包埋し5μmの連続切

片標本を作製した．

　断髄後の病理組織観察として象牙質様硬組織形

成ならびに炎症の有無を確認するためにヘマトキ

シリンエオジン染色を施し，光学顕微鏡にて観

察を行った．さらに抗象牙質シアロタンパク質抗

体（Santa　Cruz　biotechnology，　inc．　M－20：sc－

18328），抗オステオポンチン抗体（Santa　Cruz

biotechnology，　inc．　FL－314：sc－20788）を用いて

蛍光免疫染色を施し，新生硬組織の観察を行っ
た．

結 果

1．R＿mCT＠所見

1）断髄後の連続的画像観察

　ラット歯髄断髄後，R＿mCT‘19を用いて観察し

た結果，ラット頭部と処置歯の詳細が三次元的に

確認できた．また，同一個体の連続的な観察によ

り，覆髄剤の吸収程度や仮封材の確認など，処置

歯のX軸：歯列横断像，Y軸：歯列平行断像，　Z

軸：水平断像での三次元的な経過を連続的に確認

することができた（Fig．1，2）．

　連続的に一定期間観察した結果，ラットの上顎

第一臼歯はZ軸：水平断像にて根管数が5根管

が確認でき，近心に位置する歯根が最も大きく，

R＿mCT⑧において，　Y軸：歯列平行断像が観察し

　Fig．1：Images　ofthe　in　vivo　Micro－CT（R＿mCT勒

　Since　its　higher　resolution　enables　clear　observation　of

the　entire　hand　of　the　rat，　it　is　possible　to　compare　the　ef－

fectiveness　ofpulpotomy　method．

やすいため，近心根を観察対照とした（Fig．3，

4）．なお，ラットの健康状態を定期的に確認した

結果，被曝が影響している所見はみられなかっ
た．

2）水酸化カルシウム法およびFC法の連続的観

　　察

（1）水酸化カルシウム法

　断髄後10日後から断髄面直下に不透過像が確認

でき，30日までその厚みは徐々に増加した．ま

た，根管は狭窄傾向を示し，14日後では根尖はほ

ぼ閉鎖していた．しかし，ほとんどの症例におい

て根尖部に透過像がみられた（Fig．5）．水酸化

カルシウム法にCOルーザー応用した症例では，

術後から7日後まで覆髄剤が確認でき，仮封材は

30日後まで明瞭に認められた．また，10日後には

断髄面直下に不透過像が確認でき，30日後では不

透過像が根管全体に認められた．根尖端部には透

過像は認められず根尖も閉鎖する傾向を示し，予

後良好であった（Fig．6）．

（2）FC法

　7日後までは断髄面直下に覆髄剤が確認できた

が，30日後まで根管の狭窄はみられず，断髄面直

下の不透過像は認められなかった．また，14日後

より一部の症例で根尖部の透過像が確認できた

（Fig．7）．　FC法でco，レーザー応用した症例で

は歯根膜腔の拡大や根尖部の透過像がみられず，

30日後では根尖部が閉鎖していることが確認でき

た．断髄面直下の不透過像は確認できなかった．

また，通法に比べ術後から14日後まで覆髄剤が



松本1’t・・1’学 ：・；ll 2ω8 2］

Odav
　　　　　　ン

7daVs
　　　　　　げ

14daVs
　　　　　　　「．

30daVs
　　　　　　　　ン

　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig2：Imag』eS‘）f’the　R－mCT．　al’ter　PU［p｛，tOmy．・in　Ca〔OI．1］．（．llroup

It　is　pc戊sSible　to　Serially　O　b　g，　cr、．℃aSingleCXperin．iental　tll）ill〕a［during　t．he　ProCし、ss　post－1．）UIPot．〔〕n1き．－．



22 ｛い　1　：in　vit・o　rv’lic．】・o－CTをlilL、たつ　・ソ　1・1判「骨1琶i」ミ（ノ）正ヒi討こ自勺律見笥ミ

Real　Size

　　　　工）Clltal　CCrvix　　　　　　　　　　　　　　　I・’iN・’e　ROots

　　　　　　　　　　　　F三9．3：R　 ln（‘’V．．1lnag（・SOfthe　I｛at　lTPI）er　First　S｛tiじH’

Fivu　ビ（；ots、v〔．・ドe《｝hs申r、・い（l　On　thいuPPいドiirst　lnりlat・〔｝rrat，’rhU　l11いsial　r（｝《）t　is　thu　big9し・st．



1数｝イミ肖：．1『”1： 311 2｛｝〔｝8 21；

Y・・slic・e　Images
　　　　　　　　　　　　　　）

X－slicc　Imagcs

The　Mesial　root　ol’　the　Rat　UpPer　First　Molar

Fig．4二R－mCT．　II〕1ages（．）ftheLc｛／Uppcr　First　M（）ha］・aWcr　Pull〕c｝tt）my

　　　PU｜PCaPPil19－a9’entsとmd　Se二．11in9し・Cl11ellts・Vere　clea小・（．）bSerVed，



2．．1 i［｜川：il～（1～｛・θMiCro－CTを用いたラット断髄法の連続的観察

Odav
　　　　　v

3days

7days
　　　　　ピ

10davs 14davs
　　　　　　　ザ

30days

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5：lmages　ot’tho　R、mピT．　iil’to～・Pujpot・om．1ドづnCa〔（．）H，．、（．；1’OtlPtY－sllc（リ

　　There　is　t〔・nd〔・ncy　t〈）atresCl　in　root　aPex　on　14　days　aner｜）u1PotInny．

　　（）blitctl・atio｝1　st．ricture、vas〔）i）s．　ei’ved　in　thc　T’（｝〔｝t　canal　and　U1〔・1・：ldi〈）Paqu（・、vas　secn　un（ler　tht，　Pu1Psvound　sur｛：．lce　at　3（．｝days

：11．t〔、r　T〕しtl｜）（｝t（，lllY，



松本歯学　3．ll 2008

Odav

25

3davs

　　　　　　　　　　　　　　　　　7days　　　　　　　　　　　10days　　　　　　　　　　l4days　　　　　　　　　30　davs

　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．6：Ca（OH　），・　Added　the　COu　Laser　Irradiation　Group｛Y－slice　Images　ofthe　R＿mCTドl

　　Pulp　capping　agellts　were　seen　ulltil　7　days　af’t．er　pulpotomy．　Sealil〕g　cclmellts　were　clearly　observed　unt，il　30　days　af’tet”pul－

potomy．　The　radiopaque　arrow　was　seen　under　the　pulpwound　sul’fElce　at　the　10days　after　pulpotomy．
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　　Pu．lpcapping～lgents　were　observed　under　woしmd　sur㊤ce　until　7　dllys　al’ter　pulp（｝tomy．　The　radioluccncy　was　seen　at　the　api－

cal　I・egioll　on　l4days　aIt．er　pulPotomy．
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　Table　2：0bservation　after　Pulpetomy　using　the　R＿mCT＠

Score　　　　　Capping　Agellts　　　　　Sealing　Cement　　　　Dentin　like　tissue　　　　　Apical　Lesion

　　CHCH＋LFCFC＋L　　　CHCH＋LFCFC＋L　　　CHCH＋LFCFC＋L　　　CHC正［＋LFC　FC＋L

3days

7days

1

2

3

4

5

1

2

3

4
5

10days

　1
　2
　3
　4
　514days

　1
　2
　3
　4
　530days

　1
　2
　3
　4
　5
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十十十十
±十十十
十±十±
十十十十
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十±±±
十±±±
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一　十　一　一

一十一十
一十十十
一十一十
十±一一

十十十十
十十十十
十十十十
十十十十
十十十十

十十±十
±十±十
±±±十
十十十十
十十十十

±±十十
±±十十
±±±十
十十±十
十±十十

±十±十
十十 十十
十十十十
±±±十
±：ヒ士十

±十±十十 十　十 十

十十 一 十

一十一十
±±一十

一±一一

一±一一

一±一一
±一一一

±±一一
一±一一

±十一一
十一一一
十十一一十 十

一一
十十一一

十十一一
十十一一
十十一一
±十一一
十十一一

一一 }一

一一 }±

一一 }一
十　一　一　一
一　十　一　一

十一十・←
一一一

¥

十十±一
十　一　一　一

一十一±
一←一十十
一±一十
十十十一

CH，　Calcium　Hydroxide；FC，　Formocresol；L，1、aser　irradiation
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　　Fig．9－1：Images　of　the　R＿mC［［（b　after　Pulpotomy　in　Ca（OH）2　Group

Inflammatory　cells（aroow）were　present　and　infiltration　was　observed　under　the　pulp　wound

surface，　calcified　deposits（＊）were　found　in　the　centra1　area　of　root　canal．
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30days HE×100
　　　　　　　　　Fig．9－2：Ca（OH），，　Added　the　CO2　Laser　lrradiation　Group

Many　ofcalci行ed　globulal・structure　were　observed　in　the　central　area　ofroot　canaL

30days HE×100
Fig．9－3：Images　of　the　R＿mCT’・E“．　after　Pu．lpotorny　in　FC　Group

　　Necrotic　zone　was　seen　beneath　the　pulp　wound　surf5ce．

30days

ぷ迷

HE×100
　　　　　　　　　　　Fig．9－4；FC　Added　the　CO，　Laser　Irradiation　Group

　The　pulp　wound　surface　is　covered　with　a　necrotic　zone，　and　degenei・ative　cells　in

aneCrOtiC　ZOne．
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Fig．9－5：Ilnmul1《）lluer・mscenc（・1｛，〔・alization（）f’dent’lnsialol）retし・in（DSP〕a【｜d　osteop‘）nlin｛（）PN川1　Ca【OIわ．　grollp

　　　　　　　The　ma｛rixo｛’11ewlぎfbrlned　dentin－like　tissuいsh｛｝wed　I）ositivv－rいa（・tivitぎfi）r　DSP：Uid　OPN・

観察でき、］：後良好である傾111Jが確認できた

　（Fig．8）．

　　各ソミ馬灸1洋び）在見1乞ミ1川lf／「｛itt｛よ．　江～・㍑亘斤り（よりく酉菱イヒカル

シウム法お．よびFC．法ともにCO．レーザー応用し

た症例において明瞭に確認できた．仮刊’材は各症

例で差はみられなかった．IW髄面直1・’の不透過像

び）出」見は水1峻化プノルシウム｝去で多く行；見察でき．

co．．レーザー応川した症例において顕宮に確認で

きた．根尖部の、透過f4ミの川現はFC法で多くみら

れた〔Table烈．

2．病理組織ゾ1：：的所見

Dヘマトキシリンエオジン染色による観察
　　刀（11唆fヒカルシT’ノム氾：〉ご寸よ［1・／li’・1’随由il～i：卜’に多ミハ1「ド’｛ゾト糸lll

‖包（ノ）i”と｛閏力㍉；忍6～）らズし、　II未11：1↓［いリミ剖1（こ1よi罰；うナ1’1くJlこ！＼

マトキシリンで染色される糸｜ll胞外基質が確1；忍で

き、その様川は石灰化仙糸11．織に類似していた

（Fig．9一川．また，水酸化カルシウム法にCO．

レーザーLLI）11した症例では、歯根中央部に川様な

構造が多．く認められた〔Fig．　g＿2｝．

　　FC　I上vLご1よ1＊斤i1681rl川白：1・’（こ」．衷タピlll’1’iTカt律見乞r…vご・き

（Fig．9－3〕、　FC法にC（．）レーザー応用した症例
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では，断髄面直下に壊死層が観察でき変性が認め

られ，デンチンブリッジは確認できなかった
（Fig．9－4）．

2）免疫組織化学的観察

　水酸化カルシウム法で観察された硬組織様構造

物は免疫組織化学的に象牙質シアロタンパク質と

オステオポンチン局在を示す反応を示した
（Fig．9－5）．

考 察

1．RmCT＠について

　従来のマイクロCTはエックス線管球とセン

サーが固定されており被写体を回転テーブルに固

定させる方法である．生体では回転中に頭部や尾

部が管球に接触してしまうことから撮影が困難で

あり，そのために標本の作製が不可欠であった．

新井ら21－24）は，1992年より歯科医療に特化した小

型のエックス線CTの開発に着手し，1997年に小

照射野コーンビームエックス線CT（ortho－

CT＠）の試作に成功し臨床応用を行っている．そ

の後，Ortho－CTの技術をモリタ製作所に技術移

転し，歯科・耳鼻科領域において硬組織の三次元

的画像診断装置として小照射野エックス線CTの

実用機として3DXを開発した．近年新井ら22）が

開発したR＿mC⑱はラットなどの実験用小動物

を安定したステージに保持し，管球とセンサーを

回転させることにより，被写体を回転させること

なく麻酔下の小動物を容易に撮影し，R＿mC’1〈D

画像を用いて三次元的な観察が可能となっ

た23～28）．撮影時間は17秒と短時間で一度の撮影に

より1億画素の三次元的な画像を得ることが可能

であり，解像力は最小で10×10　×　10pm，最大で

100×100×100μmであることから麻酔下の実験

用ラットの頭部全体の画像を鮮鋭に観察し経時的

な観察に適することが可能となり，本研究におい

ては同一個体の連続的な観察により，覆髄剤の吸

収程度や仮封材の確認など，処置歯の歯列横断

像，歯列平行断像および水平断像での三次元的な

経過を連続的に確認することができた．

2．歯髄断髄法について

　近年，歯髄断髄法にはレーザーの応用など様々

な方法26－28）が試みられているが，未だ小児歯科臨

床で頻用されず，ホルムクレゾールを使用する

FC法と水酸化カルシウム法が多用されている．
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城戸ら11）の直接覆髄を行った研究では，覆髄後7

日から14日には覆髄面下部の歯髄内に象牙芽細胞

様細胞が分化し，既存の象牙質壁に球状の石灰化

球が形成され，覆髄後30日および60日には，修復

象牙質形成が歯髄全体に拡大し，覆髄面下部に明

瞭な象牙質橋が形成されたと報告している．本研

究では，R＿mCT⑧画像により，術後0日，3日，

7日，10日，14日までは覆髄剤，仮封材が明瞭に

確認できた．しかしながら30日では一部で覆髄剤

が観察できず，仮封材が脱離している症例もみら

れた．また，象牙質様構造物であると思われる不

透過像の出現は，水酸化カルシウム法で10日後に

断髄面直下に不透過像がわずかに認められ，14日

以降で明瞭に観察できた．また，FC法では根尖

部の透過像の出現が14日後に疑わしい画像が観察

できたが，30日以降に多く観察できた．本研究で

は水酸化カルシウム法において予後良好であり，

その傾向はCO2レーザーを応用した症例に顕著で

あることから断髄後の対応として有用であること

も推測できた．

　　病理組織学的観察では，水酸化カルシウム法

で断髄面直下に炎症性細胞の浸潤が認められ，硬

組織様構造が確認できた．FC法では断髄面直下

に壊死層が多く観察できたが硬組織様構造は確認

できなかった．CO，レーザーを応用した症例に

は，水酸化カルシウム法では，歯根中央部にヘマ

トキシリンに染まった石灰化物が数多く確認で

き，FC法では断髄面直下に壊死層がみられ，炎

症性細胞の浸潤も確認できた．水酸化カルシウム

を用いた歯髄断髄後の治癒経過では3－8），水酸化

カルシウムは強アルカリであるために，これに接

した歯髄は深部まで壊死に至り，術後2週間前後

になると，この線維状の壊死層に沿って象牙芽細

胞様の細胞配列と象牙前質様物質の形成がみら

れ，次に硬組織の形成が開始され術後6～8週間

以降では完全に象牙質様構造を有する硬組織が隙

間なく1層形成され治癒は完了するといわれてい

る．また，術後14～28日以降では歯髄側に細胞を

埋入した骨様象牙質突起を有する新生象牙芽細胞

が規則正しく配列し，ほぼ完成したデンチンブ

リッジの形成が認められる5“8）．本研究でも処置

後14日後以降に断髄面直下に不透過像が多くみら

れ同様な結果を示した．本研究ではCO2レーザー

を応用した症例において予後が良好な傾向がみら
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れたが，CO2レーザーは断髄面を蒸散し，通法に

比べ止血効果があることから’8－2°），覆髄剤の薬効

によるものと推測でき，CO，レーザーの有用性が

判断できた．また，14日後にR＿mCT＠画像で観

察できた根管内の不透過像を抗象牙質シアロタン

パク質抗体と抗オステオポンチン抗体を用いて局

在を免疫組織化学的に検討した結果，免疫染色に

より観察部位が陽性の染色性を示したことから新

生硬組織は象牙質様硬組織であることが推測でき

た．

結 論

　RmCT（Dを用いてラット断髄法を連続的に観

察した結果，歯髄断髄後の患歯の硬組織形成過

程，仮封材ならびに覆髄剤の吸収程度が明瞭に観

察できた．また，CO、レーザを応用した症例で

は，通法の断髄に比べ，FC法では根尖部の透過

像や歯根膜腔の拡大が少なく，水酸化カルシウム

法では切断面直下の硬組織誘導が良好であった．

　RmCTal）による観察はラットなど，実験用小

動物を連続的に三次元的に観察することが可能で

あり，組織像を対応させ比較することも可能であ

り有用性が確認できた．

　本研究は松本歯科大学動物実験計画書（027－

05）により実施した．
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