
北海道医療大学・歯学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３０１１０

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

新規う蝕治療法の創出へ向けた象牙質再石灰化・再生技術の展開

Development of dentin remineralization/regeneration thchnology toward creation 
of new caries treatment

４０２６５０７０研究者番号：

斎藤　隆史（SAITO, TAKASHI）

研究期間：

１５Ｈ０５０２４

平成 年 月 日現在３０   ６ ２２

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、象牙質再石灰化技術および象牙質再生技術のハイブリッド技術を基盤と
して、多機能性接着修復材料を開発し、その修復技術を開発・普及させることによって新しい齲蝕療法開発の一
助となる知見を得ることを目的とした。象牙質リンタンパク質由来ペプチドは象牙芽細胞の増殖、分化、石灰化
を誘導した。本ペプチドの作用を増強するキャリアとして安全性の高い魚由来コラーゲン、co-factorとして
nephronectin, lamininを添加することにより、多機能性接着修復材料の開発が可能になることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to obtain knowledge that aids in the development 
of new caries therapy by developing and disseminating multifunctional adhesive restoration 
materials/technology based on hybrid technology of dentin remineralization/regeneration technology. 
Dentin phosphoprotein derived peptide induced proliferation, differentiation and mineralization of 
odontoblasts. Moreover, it was suggested that by adding fish derived collagen as a safe carrier 
and/or nephronectin, laminin as co-factors enhancing the action of the peptide, it becomes possible 
to develop multifunctional adhesive restoration material.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： 象牙質再石灰化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 高齢社会を迎え、人々の医学に対する
要求が「長生き」から「QOLの向上」へと
変化した近年、種々の臓器や組織の再生を
めざす再生医学が注目されるようになっ
た。特に硬組織の再生は人のQOLに関連す
る重要な事項であり、我々の歯学分野にお
いても、齲蝕や歯周病によって生じた歯質、
歯槽骨欠損による咬合・咀嚼を中心とする
口腔機能の低下を人工代替物により回復
させるだけではなく、歯質、歯槽骨組織の
誘導修復技術の開発が望まれている。歯周
病学領域では、エナメルマトリックスデリ
バティブ(EMD)の応用など細胞生物学的概
念に基づく治療法が提案され、歯周病治療
が積極的な治療法に転換された。また、保
存修復学・歯内療法学領域においても、歯
を長期にわたり口腔内に保存し、機能を営
ませるための象牙質・歯髄複合体の意義が
再認識されており、自己修復能力を最大限
に利用して組織を誘導しようとする再生
歯学の概念が登場してきた。 
 
(2) 古くから保存修復治療、歯内療法にお
いて、齲蝕によって喪失した象牙質を再生
させ、歯髄組織を可及的に保存する歯髄保
存療法が試みられてきた。覆髄剤・断髄剤
として主に水酸化カルシウム製剤が使用
されてきた。しかし水酸化カルシウムの高
pHによる歯髄為害性が懸念され、近年、接
着性レジンシステム、リン酸カルシウム系
材料等が応用されているが、修復象牙質の
形成量、形成に要する期間の点で水酸化カ
ルシウムを凌駕する薬剤・材料は見当たら
ない。したがって、生体親和性を有し、短
期間のうちに強力に修復象牙質を誘導す
る再生材料・技術の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らの研究グループが開

発してきた象牙質再石灰化技術および象牙
質再生技術のハイブリッド技術を基盤とし
て、多機能性接着修復材料を開発し、その修
復技術を開発・普及させることによって新し
い齲蝕療法開発の一助となる知見を得るこ
とを目的とした。そのために以下のことを目
的として研究を遂行した。 
 
(1) 象牙質再生技術において、象牙質リンタ
ンパク質由来ペプチドの象牙芽細胞の増
殖・分化への影響を検討する。 
 
(2) 象牙質再石灰化技術および象牙質再生
技術の効果を増強するキャリア因子や協働
因子 co-factor の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 本材料を添加したラット象牙芽細胞様細
胞株を10% FBS, 50μg/ml アスコルビン酸、
10 mM β-グリセロリン酸含有DMEM で培養す

る。細胞増殖はCell Counting Kit-8（同仁化
学）を用いて測定した。アルカリフォスファ
ターゼ活性をLab assay ALP キット(和光純
薬)を用いて測定した。さらに、RT-PCR 法に
より象牙芽細胞の分化マーカーであるDSPP, 
DMP-1, コラーゲンタイプI, OCN, OPN, ON, 
RUNX2 等の各遺伝子発現を検討した。また、
Alizarin Red 染色により石灰化誘導の確認
を行った。 
 
(2) 魚（ティアラピア）鱗由来コラーゲンコ
ーティングがラット象牙芽細胞様細胞株の
増殖・分化・石灰化に及ぼす影響を検討した。 
 
(3) 細胞接着性因子で、カルシウム結合能を
有 す る nephronectin, laminin111, 
laminin411, laminin511（インテグリン結合
性断片）のラット象牙芽細胞様細胞株あるい
はヒト歯髄幹細胞の増殖・分化・石灰化に及
ぼす影響を検討した。 
 
(4) ヒト象牙質ブロックを切り出し、35%リン
酸ゲルで15秒間脱灰処理を行った。試料を 
CO2レーザー照射・非照射群、さらにフッ化物
イオン含有溶液浸漬・非浸漬群の4群に分けて
試料とした。 
レーザー照射は、CO2レーザー（Nanolaser 

GL-III、ジーシー）を試料から10mm離して
0.5W(1.5W/cm2)で5秒間照射した。1日、1週、
2週、1か月後にnano-indentation試験により
象牙質の機械的特性（硬さ、弾性係数）を測
定し、象牙質表面をSEMで観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 象牙質リンタンパク質由来ペプチド
SRGDASYNSDESKD 0.5mg/ml が最もアルカリフ
ォスファターゼ活性を上昇させ（培養7日後）、
DMP-1 mRNA 発現を 2 倍以上上昇させた（10
日後）。さらに同ペプチドが象牙芽細胞の石
灰化 nodule 形成を促進することが明らかに
なった（図 1）。 
 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     

 図 1 象牙質リンタンパク質由来ペプチドによる石灰化

誘導促進作用 

 
(2) 安全性の高い魚（ティラピア）鱗由来コ
ラーゲンは生体親和性を示し、さらにブタ皮
膚由来コラーゲンと同様に象牙芽細胞の増
殖を上昇させ、アルカリフォスファターゼ活



性を上昇させた（10 日後）。また BSP mRNA 発
現を増強させ、石灰化誘導を促進することが
明らかになった。 
 
(3) nephronectin は魚（ティラピア）鱗由来
コラーゲンと同様に、象牙芽細胞の増殖を刺
激し、さらに高い石灰化誘導能を有すること
が明らかになった（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
   
 
 
  
 

図 2 nephronectin による象牙芽細胞の増殖促進作用 

 
ラミニン断片であるLN-511,LN-411リコン

ビナントタンパクを細胞培養ディッシュに
コーティングし、象牙芽細胞用細胞あるいは
ヒト歯髄幹細胞を培養したところ、細胞増殖
を刺激し、DMP-1、DSPP mRNA（象牙質形成関
連遺伝子）の発現を増強し、石灰化を誘導し
た。 
 
(4) CO2 レーザー照射後にフッ化物イオン含
有溶液に浸漬すると、象牙質の硬さが上昇し、
象牙質表面を石灰化物が完全に被覆してい
る像が認められ、脱灰象牙質の再石灰化が生
じていることが確認された（図 3）。 
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図3  SEMによる象牙質表面の観察． 

Cont：脱灰前、E: 脱灰後 

 
(1)～(4)の研究結果から、象牙質リンタン

パク質由来ペプチドSRGDASYNSDESKD  
(0.5mg/ml)は象牙芽細胞の増殖、分化、石灰
化を誘導し、本ペプチドの作用を増強するキ
ャリアとして安全性の高い魚（ティラピア）
由来コラーゲン、協働作用を発揮する
co-factorとしてnephronectin, laminin（イ
ンテグリン結合性ラミニン断片）を添加する
ことにより、象牙質再石灰化技術および象牙
質再生技術のハイブリッド技術を基盤とした

多機能性接着修復材料の開発が可能になるこ
とと考えられた。さらに歯科用レーザーとフ
ッ化物イオンの組合せが多機能性接着修復材
料の機能を増強することが示唆された。 
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