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研究成果の概要：即時荷重インプラントは、治療期間を短縮し患者の QOL の向上に貢献する

ことが広く認識されていることから、安全確実な即時荷重インプラントを開発するために、タ

ンパク質活性化薬剤の徐放システムにより早期骨形成と早期のオスセオインテグレーションを

達成し、同時に抗菌性合成ペプチドを固定し機能させることにより細菌感染を防止するインプ

ラント表面を開発することを目的とした。本研究結果より、合成ペプチドを利用した薬物送達

システムによるインプラントの表面改質法は、早期の骨結合能とバイオフィルム抑制能を併せ

持つ多機能性を有し、即時荷重インプラントに適した方法であることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
即時荷重インプラントは、治療期間を短縮

し患者の QOL の向上に貢献することが広く
認識されているが、インプラントの表面に対
する改質法に関しての検討は殆どなされて
いないのが現状である。 
早期荷重や即時荷重を成功させるための

表面設計において、表面形状については大き
な凹凸と小さな凹凸を組み合わせた SLA タ
イプが優れることがほぼ定着しつつある。し
かしインプラント素材は相変わらずチタン
が使用されており、その表面改質（修飾）技
術についての報告は殆どない。僅かにリン酸
カルシウムコーティング表面について言及
されているが、従来の溶射法によるコーティ
ング法にとどまっており新たな発展はない。 

我々は、チタンの表面改質によって、骨組
織接触部位、上皮下結合組織、上皮組織、お
よび口腔内露出部位、全てに適合する表面を
持つ「生体多機能化(組織適合型)インプラン
ト」の開発研究を行ってきた。そのなかで、
従来のリン酸カルシウム・コーティング・イ
ンプラントの膜剥離による問題点を明らか
にし、薄膜の形成法とその物理化学的・生物
学的性質を検討して、緻密で密着性に優れた
リン酸カルシウム薄膜の形成が可能である
こと、これらの膜は in vitro, in vivo におい
てもチタンより骨形成能が優れることを示
した。 
一方、骨形成関連の機能性タンパク質の応

用に関しては、抗原性、変質、コストなどの
問題が山積し臨床応用の実現性は少ない。し
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たがって、それらのタンパク質の機能性を発
現する Simvastatin や Bisphosphonate の薬
物送達システム（DDS）の開発、あるは抗原
性の少ない機能性ペプチドなどの応用が有
効であると考えられる。具体的には、低温プ
ラズマ処理を利用した官能基の導入やリン
酸カルシウム薄膜を介したチタンへの薬剤
の固定化などが方略として考えられる。また、
インプラント植立後、血餅で被われている創
傷の治癒の段階からインプラント周囲に早
期の骨形成を促すことも成功の重要な要件
である。そのためには、固定された薬剤を徐
放させその機能を発揮させることが必要と
なる。 
細菌感染が歯科インプラントの予後不良

の大きな要因となることは認知されている。
この対策として、汚染除去療法、殺菌剤や抗
生剤による治療などが試みられているが、こ
れらはあくまでも罹患後の療法であり予防
策ではない。また、現在行われている予防策
してのプラークコントロールは消極的な手
段であり、抗菌性処理などバイオフィルム形
成を抑制する積極的な表面処理法の検討は
殆ど行われていない。我々は、Histatin のよ
うな天然の抗菌性タンパク質を用いてきた
が、理想的には、配列が短く、活性が高く、
細菌群に効果的なペプチド配列を合成して
用いるのが望ましい。このような条件を満た
すペプチドは、天然の抗菌性タンパク質配列
の一部から合成したペプチドを用い、細菌増
殖阻害アッセイを行うことによって探すこ
とが可能である。 
近年、チタン表面に結合するペプチドをフ

ァージ提示法と呼ばれる手法を用いて合成
する技術、そして多機能ポリペプチドを創製
する技術が紹介された。このように、タンパ
ク質の機能性を特化した合成ペプチドの有
効性が認識されるに伴い、それらの合成開発
に関する研究も急ピッチで進められており、
合成された抗菌性ペプチドの応用化が現実
のものとなりつつある。 
以上より、タンパク質を活性化する薬剤や

機能性ペプチドの徐放システムにより早期
骨形成と早期の骨結合を達成し、同時に抗菌
性合成ペプチドを固定し機能させることに
より細菌感染を防止するインプラント表面
を開発するというこれまでにない新しい技
術により、安全確実な即時荷重インプラント
を開発することが可能になると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究は、安全確実な即時荷重インプラン

トを開発するために、タンパク質活性化薬剤
や機能性ペプチドの徐放システムにより早
期骨形成と早期のオスセオインテグレーシ
ョン（骨結合）を達成し、同時に抗菌性合成
ペプチドを固定し機能させることにより細

菌感染を防止するインプラント表面を開発
することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
1) 炭酸アパタイコーティング、および

Bisphosphonate の徐放性制御 
① チタンメッシュ製スカホールドに分子プ

レカーサー法にて炭酸アパタイトをコー
ティングする方法、およびその物性につい
て検討するとともに、動物埋入試験を行っ
た。 

② Bisphosphonateを炭酸アパタイトに固定し、
徐放性と TRAP 染色法及び Pit formation 
assay にて破骨細胞の活性度を評価した。 

2) Simvastatin のチタン基材の固定性の検討 
① 鏡面、粗面に調製した表面形状の異なるチ

タン基板に、プラズマ重合法により有機質
薄膜を形成した後、酸素プラズマ処理によ
り酸素官能基の導入を行った。 

② Simvastatin を 加 水 分 解 し た
Simvastatin Acid (SVA)を上記基板に固
定し、SVA 吸着量を水晶発振子マイクロ
バランス（QCM-D）法にて検討した。 

3) Simvastatin Acid (SVA)の徐放性の検討 
骨芽細胞の BMP-2 産生を促進するシンバス
タチンを利用して有効な骨形成の改善に結
びつけるために、シクロデキストリンに本剤
を包接し、SVA の徐放特性を検討した。 
① グルコースがドーナツ状に結合したシク

ロデキストリンを用い、pH を変化させて
SVA を包接した。 

② 37 ℃における SVA の徐放量を UV 
spectrometer にて測定した。 

4) チタン結合タンパクと BMP-2 との融合タ
ンパク質による骨形成能試験 

チタンと特異的に結合するチタン結合タン
パク質（TBP-1）と BMP-2 との融合タンパク
質を合成し、スカホールドおよびチタン板に
結合させて in vitro, in vivo 試験を行い、骨形
成能を検討した。 
① SD ラットの腹直筋より採取した細胞を、

TBP-1 と BMP-2 の融合タンパク混合培養
液で培養し、7 日後に RT-PCR 解析を行い、
骨関連タンパクの mRNA 発現（Runx-2, 
ALP, OCN）を検索した。 

② TBP-1 と BMP-2 の融合タンパクを固定し
たチタンメッシュスカホールドをSDラッ
ト腹直筋内に埋入し、埋入 3 日および 7
日後にメッシュ内の細胞から mRNA を抽
出して RT-PCR 解析を行い、骨関連タンパ
クの mRNA 発現（Runx-2、ALP、BSP、
OCN）を検索した。また、融合タンパク
を固定したチタン板を腹直筋内に埋入し
た後、腹直筋ごと摘出し、トルイジンブル
ー染色による病理組織学検索を行った。 

5) チタン結合ペプチドと抗菌性ペプチドの
合成およびその活性試験 



 

 

チタン結合ペプチドと唾液中に存在する抗
菌性ペプチドを共役したペプチドを作製し、
歯周病原菌に対する抗菌活性を検討した。 
① 抗菌性ペプチドHistatin5とLactoferricinを

合成するとともに、これらのペプチドとチ
タン結合ペプチドを共役したペプチドを
合成した。 

② これらのペプチドのチタンに対する結合
特性を水晶発振子マイクロバランス
（QCM-D）法によって検討した。 

③ これらのペプチドをチタン上に固定し、P. 
gingivalis 対する抗菌活性を検討した。 

 
４．研究成果 
1) 炭酸アパタイト(CA)コーティング薄膜の

評価、および Bisphosphonate の徐放性評価 
① 炭酸アパタイトがスカホールド内部まで

コーティングでき、分子プレカーサー法は
複雑な形状のスカホールドの CA コーテ
ィングに有効な方法であることが明らか
となった。また、動物埋入試験においても
本処理法の有効性が確認された。 

② Bisphosphonateの徐放性は担体となるリ
ン酸カルシウム膜の溶解性を制御するこ
と に よ り 可 能 と な っ た 。 ま た 、
Bisphosphonate-HA 複合体は破骨細胞の活
性を有意に減少させることが明らかとな
った。以上より、Bisphosphonate の DDS
による局所投与法の可能性が見いだされ
た。 

2) SVA のチタン基材への固定性 
プラズマ重合法により有機質薄膜を形成し
た後、酸素プラズマ処理行った表面は有意に
SVA の固定量が増加した。したがって低温プ
ラズマ法は、酸素官能基の導入により SVA の
有効な固定法であることが明らかとなった
（図 1）。 

図 1 Simvastatin Acid (SVA)のチタンへの吸
着メカニズム 

 
3) Simvastatin Acid (SVA)の徐放特性 
シクロデキストリン／SVA 溶液の pHを変化
させることにより、シンバスタチンの徐放性
を制御できることが明らかとなった（図 2）。

これにより、SVA を温度依存的に徐放するシ
ステムが開発できた。 

図 2 pH を変化させた SVA の徐放特性 
 

4) チタン結合タンパクと BMP-2 との融合タ
ンパク質の骨形成能試験 

In vitro, in vivo の両者の試験において、
BMP-2 添加群は、コントロール群と比較し
て Runx-2、ALP および OCN の mRNA の発
現量が明らかに増大し、合成した BMP-2 は
骨誘導能を有していることが明らかとなっ
た。 
 また、腹直筋内に埋入した TBP-1+BMP-2
固定チタン板の周囲に異所性の骨形成を認
めた（図 3）。 

図 3 TBP-1+BMP-2 固定チタン板の異所性
骨形成 
 
5) チタン結合ペプチドと抗菌性ペプチドの

抗菌性 
チタン結合ペプチドと抗菌性ペプチドを

共役した合成ペプチドによるインプラント
はバイオフィルム抑制能を併せ持つことが
証明され、これらペプチドによる表面改質法
はインプラント治療に有効な手段であるこ
とが明らかとなった。 
 
以上の研究成果より、特に合成ペプチドを

利用した薬物送達システムによるインプラ
ントの表面改質法は、早期の骨結合能とバイ
オフィルム抑制能を併せ持つ多機能性を有
し、即時荷重インプラントに適した方法であ
ることが明らかとなった。 
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451-456，2007, 鶴見 
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