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研究成果の概要（和文）：　DNA-d/プロタミンおよびDNA-s/プロタミンレイヤー固定化が骨形成に与える有効性
が明らかとなった. しかしながら, DNAの立体構造による差は認められず, DNAのリン酸基が骨形成に関与してい
る可能性が示唆された．
　固定化されたDNA/プロタミンレイヤーの吸収性は，レイヤー固定化に対する被着面の違いが影響が少ないこと
が推察された．

研究成果の概要（英文）：We conclude that both DNA-d/protamine and DNA-s/protamine coatings enhanced 
early bone formation. We suggest that a DNA-multilayer coating is useful for the surface 
modification of a Ti implant. 
It is possible thatIt was inferred that the absorbability of the immobilized DNA/protamine layer was
 less affected by the difference in the adhered surface to the layer immobilization.

研究分野：デンタルインプラント

キーワード： DNA　プロタミン　インプラント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA/プロタミンレイヤー固定化によりインプラント体周囲の骨形成を促す可能性が示唆された.また, 2本鎖及び
1本鎖DNAに有意差が認められなかったことから, DNAの立体構造の違いが骨形成に及ぼす影響は少ないことが示
唆された.また，被着面の性状がレイヤーの吸収性に影響が少ないことが示唆された．DNA/プロタミンレイヤー
固定化チタンインプラントの骨適合性に関する明確なエビデンスを確立できれば，インプラントの適応範囲の拡
大，早期荷重が可能になるなど患者にとって有益なインプラント治療を提供することができるとともに多くの国
民のQOL 向上に寄与することができることが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
デオキシリボ核酸（DNA）は遺伝子情報の担い手として広く知られており，数多く報告されて
いる．一方，DNA はリン酸エステルを主鎖に，塩基対を側鎖に有している高分子化合である．
負に荷電する官能基，特にリン酸基を有する持つ化合物は，リン酸カルシウム結晶の形成過程に
おける誘導物質となる事が期待でき，DNA もリン酸基を有する化合物である．また，DNA は
塩基対間に抗生物質や成長因子などをインターカレーションンやグルーブバインディングする
ことができる特性を有している．生分解性であり，生体材料としての有効性が期待される材料で
ある．今までに DNA を高分子材料，特に生体材料として用いた研究はほとんどない． 
福島らは，DNA とキトサンやポリ-Ｌ-リジンなど各種ポリカチオン高分子との複合体を合成し，
その特性について検討してきた．特に，プロタミンは，微生物に対する抗菌性を有しており，天
然物由来の安全な食品保存料として広く用いられていることから，DNA とプロタミンとの複合
体に着目し，詳細な検討を行った．その結果，DNA（bp300）/プロタミン複合体粉末を水で練
和することにより，臨床応用に適切な粘性を持ったペースト状になり，さらにこのペーストがグ
ラム陽性菌に対して抗菌性を有し，生体親和性も良好で，細胞毒性もほとんどないこと，骨形成
能を示すことを見出した．DNA/プロタミン複合体はアパタイトなどの従来のセラミックスやポ
リ乳酸などの吸収性高分子材料に代わる新規な骨補填剤として期待される． 
今までに，DNA やプロタミン,或いは DNA/プロタミン複合体をチタンインプラントに固定化し
てその骨形成能を調べた研究はほとんどない．我々は，トレシルクロリド法および交互積層法を
用いて，DNA/プロタミンをレイヤー状にチタンに固定化することを試み，成功した．DNA/プロ
タミンをレイヤー固定化したチタンは擬似体液浸漬実験においても浸漬初期でコントロールで
ある非コートのチタンと比較し有意なアパタイトの析出が認められ，ラット上顎へのインプラ
ント埋入実験においても良好な骨適合性を示し（図１），DNA/プロタミンをレイヤー固定化した
チタンインプラントはより実用的で臨床応用できる可能性が明らかとなった． 
しかしながら，DNA/プロタミンレイヤーのチタンへの接着性
と長期耐久性や DNA の立体構造の違いなどについては未だ
明確ではなく，検討する必要性がある．理想的な DNAの立体
構造や確実な接着が認められれば，in vivo においてもこれま
での研究成果を上回る骨—インプラント間接触率(BIC)を得る
ことができる可能性がある． 
 
２．研究の目的 
本研究における DNA/プロタミンレイヤー固定化チタン製作
法は非加熱下で行う簡便なものであり，従来のチタンの表面
処理法に比較して，より簡便で確実かつ安価である．また，
本研究で用いられている DNA とプロタミンは年間約１万
トンの産業廃棄物となっているサケの白子より分離精製さ
れる点から，産業廃棄物の減少にもつながる技術である．本
研究で用いたトレシルクロリド法，交互浸漬法は溶液法であ
るので，複雑な形態のインプラント体にも均一に固定化する
事ができ，ポーラス体などの 3 次元構造体への固定化も可
能性があり，インプラントのみならず，新たな骨補填材の開発につながることも期待できる．ま
た，プロタミンは多くの微生物に抗菌静菌作用を示す事から埋入初期のインフェクションコン
トロールという点でも有望な可能性がある．DNA/プロタミンレイヤー固定化チタンインプラン
トの骨適合性に関する明確なエビデンスを確立できれば，インプラントの適応範囲の拡大，早期
荷重が可能になるなど患者にとって有益なインプラント治療を提供することができるとともに
多くの国民の QOL 向上に寄与することができることが期待される． 
 
 
３．研究の方法 
（１）立体構造の異なる DNA コーティングチタンインプラントの骨形成 
2 本鎖 DNA と 1本鎖 DNA を用いて, DNA の立体構造の違いが骨形成に与える影響について動物実
験により検討した. さらに, 水晶発振子マイクロバランス (QCM）法を用い, 疑似体液中でのア
パタイト沈着挙動の観察行った. 
① DNA/プロタミンレイヤー固定化 Ti の作製 
Ti 基材として, Ti ディスク (厚さ 1.0 mm，φ12.0 mm) および Tiスクリュー (長さ 3.0 mm，
φ1.5 mm) の 2種類を用いた. DNA には, サケ白子由来 DNA である DNA-d (bp300) および DNA-
s (分子量＝約 4,500) を用いて, DNA/プロタミンレイヤー固定化 Tiを作製した．はじめにトレ
シルクロリド法を用いて, Ti 表面に塩基性タンパクであるプロタミンを化学的に結合させる処
理を行った. すなわち, Ti 表面をトレシルクロリドで処理後, プロタミン水溶液にトレシル化
Ti を浸漬することでチタン表面にプロタミンを固定化した. 次に, プロタミン固定化された Ti
ディスクまたは Tiスクリューを DNA-d または DNA-s 水溶液およびプロタミン水溶液に 7分ごと
に交互に浸漬し, プロタミンと DNA のレイヤー固定化を行った. 5 層となるように DNA/プロタ
ミンレイヤーを積層し, 表層は DNA とした. 以上の方法を用いて, DNA-d/プロタミンレイヤー
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固定化 Ti (DNA-d/プロタミン Ti),ならびに DNA-s/プロタミンレイヤー固定化 Ti (DNA-s/プロ
タミン Ti) を作製した(図２)． 

② DNA/プロタミンレイヤー固定化 Ti 表面のキャラクタリゼーション 
固定化 Tiディスクの表面状態を原子間力顕微鏡 (AFM) にて観察し，表面粗さの測定を行った．
また，接触角計を用いて純水に対する接触角を計測した． 
③ 動物埋入実験 
Wistar 系ラット (6 週齢, オス) の上顎第一大臼歯を抜歯後, DNA-d/プロタミン Ti,ならびに
DNA-s/プロタミン Ti インプラント, およびコントロールとして無処理 Ti インプラントを埋入
した(図 3).  

 
 
 
また, インプラント体周囲の新生骨を蛍光顕微鏡で観察するため, 試料摘出 1 週前にカルセイ
ンを皮下に注射した. インプラント体埋入 3週後および 6週後に試料を摘出し, 厚さ 50－70μ
m の非脱灰薄切標本を作製した. 共焦点レーザー顕微鏡 (CLSM) による蛍光ラベリングの観察
後, 塩基性フクシン・メチレンブルーによる重染色を行い, 光学顕微鏡を用いてインプラント
体周囲の骨形成の状態を観察した. さらに画像解析ソフトを用いて, 蛍光標識長ならびに骨―
インプラント接触率 (BIC) を求めた． 
④ QCM 測定 
周波数 27MHzの QCM装置を用いた. Tiセンサーに同様の DNA-d/プロタミンまたは DNA-s/プロタ
ミンレイヤー固定化を行った. コントロールとして無処理 Ti センサーを用いた. 各センサー
を装着後, センサーセル内に疑似体液としてハンクス溶液 (pH=7.4) を 0.5 ml 注入した．ハン
クス溶液注入後からの振動数変化を測定し，各センサーでのアパタイトの析出開始時間ならび
に 10 時間後のアパタイト析出量を求めた． 

図 2 DNA/プロタミンレイヤー固定化 

図３ インプラント体の埋入 

図４ QCM 測定 



（２）コート前の前処置による影響 
① コーティング前処理: Ti ディスク(厚さ 1.0 mm，φ12.0 mm)に対し，150μm アルミナサン
ドブラスト，UV 照射を行う． 
② DNA/ プロタミンレイヤー固定化(図 2):DNA/プロタミンレイヤー固定化は既報に準じ，トレ
シルクロリド処理後，DNA 水溶液，プロタミン水溶液を交互に浸漬する交互積層法によって DNA/
プロタミンレイヤー固定化チタンを作製する． 
③ キャラクタリゼーション 
(a)形態的観察:各試料の形態的観察を行うため，走査型電子顕微鏡(SEM)による表面観察を行う． 
また，表面の凹凸状態を観察するため，原子間力顕微鏡(AFM)を用いて試料表面の平均粗さなど
算出し，三次元的な分析を行う． 
④ DNA/プロタミンレイヤーの接着性 
(a)リン酸緩衝水溶液への長期浸漬 
各条件の実験群の各ディスク試料を，25ml のリン酸緩衝水溶液(PBS)に 90 日間浸漬する．各試
料は，15，30，60，90 日間ごとに取り出し，表面状態を SEM 観察する． 
(b)スクラッチ試験 
スクラッチ試験機(Micro Scratch Tester, CSM Instrument)を用い，レイヤーの密着性評価を
行う． 
⑤ 擬似体液に浸漬し，リン酸カルシウムの沈着に関して比較検討 
擬似体液（ハンクス溶液）に浸漬し，沈着するリン酸カルシウムの質量を比較する． 
 
４．研究成果 
（１）立体構造の異なる DNA コーティングチタンインプラントの骨形成 
AFM 観察の結果, DNA-d/プロタミン Ti および DNA-s/プロタミン Ti の表面には球状構造物が確
認された(図５). 表面粗さ(Sa)は, DNA-d/プロタミン Ti＞DNA-s/プロタミン Ti＞Ti の順に統
計学的に有意に高い値を示した (p<0.05) ．純水に対する接触角は, DNA-d/プロタミン Tiおよ
び DNA-s/プロタミン Tiともに, 無処理 Tiに比べ有意に低い値であった (p<0.05) （図６）．こ
れにより, 表面が親水化されたことが認められた. DNA-d/プロタミン Ti と DNA-s/プロタミン
Ti 間には有意差は認められなかった (p＞0.05).  

動物埋入実験後，CLSM 観察から算出したカルセインラベリング長は, 埋入 3 週および 6 週後, 
いずれも無処理 Tiに比べ, DNA-d/プロタミン Tiならびに DNA-s/プロタミン Tiは有意に高い値
を示した (p<0.05). DNA-d/プロタミン Tiと DNA-s/プロタミン Tiとの間に有意差は認められな
かった (p>0.05)．また, 6 週後ではいずれの試料でも, 3 週後に比べて有意にカルセインラベ
リング長が低下していた (p<0.05)．BIC 測定においても, 埋入 3週および 6週後で DNA-d/プロ
タミン Tiならびに DNA-s/プロタミン Ti は無処理 Tiよりも有意に高い値を示した (p<0.05)．
DNA-d/プロタミン Tiと DNA-s/プロタミン Tiとの間に有意差は認められなかった (p>0.05)（図
７，８）．また無処理 Tiでは, 6 週後では 3週後に比べて有意に BICが増加していたが (p<0.05), 
DNA-d/プロタミン Ti, DNA-s/プロタミン Tiでは, 3 週後と 6週後に有意な差は認められなかっ
た (p>0.05)．これらの結果から, DNA-d/プロタミンレイヤーおよび DNA-s/プロタミンレイヤー
固定化は Ti インプラント体と骨との早期の接合を促すことが示唆された． 

図５ AFM 観察像 図６ 接触角と表面粗さ 



 

QCM 測定の結果, DNA-d/プロタミン Ti, DNA-s/プロタミン Tiのいずれもアパタイトの析出開始
までの時間は Tiの約 1/2 であり, 有意に速い値であった (p<0.05)（表１）．これは, DNA のリ
ン酸基の効果によるものと思われる. しかしながら, DNA-d/プロタミン Ti, DNA-s/プロタミン
Ti 間に有意差は認められず (p>0.05), 10 時間後のアパタイト析出量においても，3種類の試料
間に有意差は認められなかった (p>0.05)．アパタイトの析出開始時間は, コントロール群に比
べ約 1/2 であった. QCM 測定による早期のアパタイト形成は, 動物埋入実験における早期の骨
形成を支持する結果であると推察される. 
 

 
 
（２）コート前の前処置による影響 
DNA/プロタミンレイヤー固定化した．固定化した各種ディスクの走査型電子顕微鏡(SEM)によ
る表面観察を行ったが．固定化による SEM像の違いは観察されなかった．リン酸緩衝水溶液へ
の浸漬 15日間後に取り出し，表面状態を SEM 観察したが，固定化の SEM像での変化も判定
することはできなかった．スクラッチ試験でのレイヤーの密着性に関しても固定化した DNA/プ
ロタミンレイヤーの剥離を判断する事が難しかった．擬似体液に浸漬し，リン酸カルシウムの沈
着に関して比較検討に関しても，コートした DNA/プロタミンの溶解の影響か大きな違いは認め
られなかった． 
 
（３）まとめ 
DNA-d/プロタミンおよび DNA-s/プロタミンレイヤー固定化が骨形成に与える有効性が明らか
となった. しかしながら, DNA の立体構造による差は認められず, DNA のリン酸基が骨形成に
関与している可能性が示唆された．今後は, DNA/プロタミンレイヤーとタンパク質との相互作
用などを詳細に検討する必要がある. 
コート前の前処置による影響の結果から固定化された DNA/プロタミンレイヤーの吸収性は，レ
イヤー固定化に対する被着面が，滑面，サンドブラスト処理された面， UV 処理された面に関
して，大きな違いが無いことが推察された．しかし，検討が不十分である可能性が高く，今後よ
り多角的な検討が必要である．また，骨形成に関しては，コートした DNA/プロタミンが吸収し
た後にこそ，被着面の影響が出る可能性が高く，今後 in vivoの検討が求められる． 
 
 

(   )：SD 同一文字：有意差なし (p>0.05) 

図７ 病理組織像 

図８ 骨インプラント接触率 

表１ アパタイトの析出時間および析出量 
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