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研究成果の概要（和文）：本研究ではAg担持型ナノカーボンスキャフォールドを創製し，歯周組織再生効果を実
証することを目的とした．GO，Ag/GOスキャフォールドに細胞為害性は認められず，細菌培養試験ではAg/GOスキ
ャフォールドで細菌増殖抑制効果を認めた．また，ラットでの組織学的観察ではコラーゲンスキャフォールドに
比較して，GO,Ag/GOスキャフォールドは生体親和性は良好であった．イヌの抜歯窩埋入実験では，GO,Ag/GOスキ
ャフォールドで骨再生に大きな差を認めなかった．
以上よりGOコーティングはスキャフォールドの特性を向上させ，Ag/GOスキャフォールドは抗菌性を発揮できる
可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to demonstrate the periodontal regeneration effect 
by creating Ag supported nanocarbon scaffold. No cytotoxicity was observed in GO and Ag/GO 
scaffolds, and bacterial growth inhibitory effect was observed in Ag/GO scaffold in bacterial 
culture test. In the histological observation in rats, the biocompatibility of GO and Ag/GO 
scaffolds was better than that of collagen scaffolds. In dog extraction tooth extraction, there was 
no significant difference in bone regeneration at GO, Ag/GO scaffold.
From the above, it was suggested that the GO coating improves the properties of the scaffold and 
that the Ag/GO scaffold could exhibit antibacterial properties.

研究分野： 歯周組織再生
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は生活習慣病の一つで，超高齢社会

を迎え増加の一途をたどっている．現在，骨
移植やＧＴＲ法，エムドゲインを用いた歯周
組織再生療法が臨床応用されているが，重度
歯周病では十分な再生効果が得られていな
い．近年ティッシュエンジニアリングの概念
に基づいて，歯周組織再生療法に細胞や増殖
因子を組み合わせた足場材（スキャフォール
ド）使用の重要性が認識されている． 
しかし口腔内には細菌が大量に存在して

おり，歯周組織欠損部は表在性で易感染性部
位のため，スキャフォールドの露出に伴うプ
ラーク感染が引き起こされやすく，再生療法
が失敗に終わるケースが後を絶たない． 
したがってスキャフォールド自体が生体

親和性とともに抗菌性を有し，重篤な感染を
防ぐことが可能であれば歯周組織再生に有
効であると考えられるが，このような高い能
力を発揮するスキャフォールドはいまだ無
く，新規開発の必要性があると考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究では Ag 担持型ナノカーボンを用い

て抗菌性スキャフォールドを開発し，歯周組
織再生効果を実証することを目的とする．口
腔内で使用される歯周組織再生用足場材（ス
キャフォールド）には適切な抗菌性が求めら
れる．申請者は近年ナノカーボン材料である
炭素の単層シート，すなわち酸化グラフェン
（GO）を用いたスキャフォールドを作製し，
バイオアクティブ活性や抗菌効果を明らか
にした．しかし GO スキャフォールドの抗菌
性は十分ではなかった． 
そこでGOスキャフォールドに優れた抗菌

性を発揮する銀（Ag）を担持させた高機能
GO スキャフォールドを創製し，抗菌評価，
生物学的スクリーニング評価，および歯周組
織再生効果を検討する．さらにこのスキャフ
ォールドに生理活性物質（増殖因子等）の担
持を行って再生量の増大を図る． 
 
３．研究の方法 
本研究計画では，銀（Ag）を担持させた歯

周組織再生に最適化した酸化グラフェン
（GO）スキャフォールドを作製，歯周再生治
療へ展開することが目的である． 
（１）担持させる Ag や生理活性物質の条件
設定，細菌を用いた抗菌性試験，培養細胞を
用いた生体親和性試験，バイオアクティブ効
果に関する生化学的分析を行う． 
（２）ラット皮下ならびに頭蓋骨欠損モデル
へ移植して生体内での組織反応，骨形成効果
を検討する． 
（３）前臨床試験としてイヌ歯周病モデルを
用いてスキャフォールドの移植実験を行い，
臨床データ取得を行い，組織学的に歯周組織
再生効果を検討する． 
平成 28 年度 
①GO スキャフォールドの作製と Ag の担持 

タイプ Iコラーゲンによるコラーゲンスポ
ンジを GO 分散液に浸漬，エタノール系列に
て洗浄，乾燥させて GO スキャフォールドを
作製する． また硝酸銀を添加して Ag を担持
させた GO を用いて同様にスキャフォールド
を作製する．GOならびにAg-GOは㈱日本触媒，
コラーゲンスポンジはオリンパステルモバ
イオマテリアル㈱より試料提供，技術供与を
受ける．  
②スキャフォールドの微細構造評価 
SEM にて表面，断面の形態，連通孔の様子

を観察する． 
③抗菌性試験 
口腔内細菌である S mutans（ATCC 35668）

を用いて各スキャフォールドの抗菌性につ
いて評価する． 
④培養細胞試験 
細胞には理研バイオソースセンターから

提供を受けた骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いる．
SEM にてスキャフォールド上の細胞の付着状
態，形態，伸展の様子を観察する．免疫染色
によるアクチンマイクロフィラメント染色
による形態観察も同時に行う．特に複合化物
質が細胞接着に与える影響を，アダプタータ
ンパクの vinculin の発現を免疫染色にて同
定する．また LIVE/DEAD，CCK-8，LDH アッセ
イによる細胞親和性試験を行う．  
②～④の結果を分析して，ラット移植試験の
ための Ag イオン，ならびに生理活性物質の
種類，濃度に関して最適条件を絞り込み，以
下実験に使用する． 
⑤ラット移植試験 
動物実験は「国立大学法人北海道大学動物

実験に関する規程」に従って行う．ラットに
全身麻酔および局所麻酔を施し，背部皮下に
各スキャフォールドを移植する．HE 染色を行
い，スキャフォールドの面積を計測すること
で生体吸収量を同定する． 
これらの結果から歯周組織再生のために最
適な条件を決定して，以下イヌ歯周病モデル
での検討を行う．  
 
平成 29 年度 イヌにおける再生試験 
①実験的歯周炎モデルの作製 
動物実験は「国立大学法人北海道大学動物

実験に関する規程」に従って行う．全身およ
び局所麻酔下にてビ−グル犬の前臼歯部を抜
去し，GO，GO/Ag スキャフォールドを埋入し
た．術後 4 週後に安楽死処置後，脱灰薄切標
本を作製する． 
Ｘ線写真撮影ならびにマイクロ CT 撮影を行
い，骨再生程度を評価する． 
 
４．研究成果 
本研究では Ag 担持型ナノカーボンスキャ

フォールドを創製し，歯周組織再生効果を実
証することを目的とした．ナノカーボンとし
て再生医療分野での開発が期待されている
酸化グラフェン（GO)を使用した．Ag 担持型
酸化グラフェン（提供；日本触媒）を用いて，



コラーゲンスキャフォールドをコーティン
グし，Ag/GO スキャフォールドを作製した．
コラーゲンスキャフォールドと GO スキャフ
ォールド，Ag/GO スキャフォールドの 3 群の
比較評価を行い，in vitro では SEM 観察・圧
縮強度，細胞培養試験，細菌培養試験を行っ
た．in vivo ではラット背部皮下に埋入し，
生体親和性を組織学的に評価した．また，ビ
ーグル犬の前臼歯部を抜歯し，抜歯窩に GO
スキャフォールド，Ag/GO スキャフォールド
を埋入して骨再生効果を評価した． 

SEM 観察の結果，スキャフォールドは一様に
GO フィルムに覆われ，コーティング後もスキ
ャフォー
ルドは内
部空間を
維持して
いた．圧
縮強度測
定ではGO，
Ag/GO ス
キャフォ
ールドで
向上した．
細胞増殖
量は GO，
Ag/GO コ
ーティン
グ群でも
コントロ
ールと同
程度であ
っ た が
（図１），
細菌培養
試 験 で は
Ag/GO スキャ
フォールドで
細菌増殖抑制
効果を認めた
（図２）． 
また，ラット
での組織学的
観察でコラー
ゲンスキャフ
ォールドに比
較して，GO 群は
スキャフォール
ド周囲での炎症
性細胞の浸潤も
認めず，スキャ
フォールド内部への良好なイングロースを
観察した．よって GO，Ag/GO スキャフォール
ドの生体親和性は良好であった（図３）． 
ビーグル犬の抜歯窩埋入実験では，

GO,Ag/GO スキャフォールドで骨再生に大き
な差を認めなかった． 
以上より GO コーティングはスキャフォー

ルドの特性を向上させ，Ag/GO スキャフォー

ルドは抗菌性を発揮できる可能性が示唆さ
れた． 
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