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研究成果の概要（和文）：ヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチドは，動物由来成分を含まないバイオマ
テリアルとして注目されている．これを顆粒状に成形し（RCP），さらにβ型リン酸三カルシウム（β-TCP）微
粒子を配合した作製したβ-TCP/RCPは，in vitro評価及びラット頭蓋骨欠損モデルによる評価によって，良好な
生体親和性と骨形成能を示した．次にビーグル犬で歯周組織再生効果があるかどうかを検討した．術後8週後，
実験群の新生骨量は対照群より2.2倍多かった．また，歯根膜様組織も2.1倍多く形成され，歯肉退縮を有意に抑
制した．以上よりβ-TCP/RCPは歯周組織再生材料として有効であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Human type I collagen-like recombinant peptides have attracted attention as 
biomaterials that do not contain animal-derived components. The β-TCP/RCP, which was made by 
granulating RCP and blending it with β-tricalcium phosphate (β-TCP) particles, showed good 
biocompatibility and osteogenic potential by in vitro evaluation and evaluation in a rat skull 
defect model. Next, we examined whether there was a periodontal tissue regenerative effect in beagle
 dogs. Eight weeks after surgery, the experimental group had 2.2 times more new bone than the 
control group. In addition, 2.1 times more periodontal ligament-like tissue was formed, and gingival
 recession was significantly suppressed. These results suggest that β-TCP/RCP is effective as a 
periodontal tissue regeneration material.

研究分野： 歯周組織再生

キーワード： 歯周組織再生　スキャフォールド　ナノセラミクス　ヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この世界初の新規足場材は，動物由来成分を含まないため，高い安全性と生体吸収性，良好な骨形成効果を発揮
することが期待される．本足場材が創製できれば優れた生物学的特性を発揮すると考えられ，歯周組織再生を大
きく促進すると考えられる．歯周病患者は国内に4500万人，世界には推定1億人おり，臨床効果が実証されれ
ば，新しい足場材として全世界的に応用される可能性があり，それら歯周病患者の治療に貢献できるとともに，
その市場規模は計り知れず，研究開発の意義は大きい．

※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、研究者個人に帰属します。
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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，超高齢社会を迎えますます増加の一途をたどっている．ＧＴＲ

法や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，再生療法に足
場材（スキャフォールド）使用の重要性が認識されている．しかし現在臨床応用されているハー
ドなバイオセラミクス系マテリアルは，生体吸収が遅く（あるいは無く），残留による治癒不全
の危険性があり，歯周組織再生においてはペリオドンタルアタッチメント（歯根膜）の再生が起
きづらい．一方，ソフトなコラーゲン等の生体吸収性ポリマーマテリアルは，生体吸収に優れ，
骨欠損形態にそってフレキシブルに骨補填可能であるが，動物由来成分でできているため，感染
物質汚染のリスクがある．さらにコラーゲン単独では骨形成能が低く，歯周組織の再生量が少な
いのも現状である．したがって安全安心で，骨形成能に優れ，生体吸収性が良好な足場材の開発
が求められている． 
申請者は今回，①動物由来成分を含まないヒト I 型コラーゲン様リコンビナントペプチドの使

用，②吸収性に優れるナノ粒子化したバイオセラミクスの併用，の 2 点に着目した．申請者はす
でにこのヒトコラーゲンペプチドを用いた顆粒状足場材を試作してラットに移植する予備実験
を行い，良好な生体親和性と骨形成効果を確認した．一方で申請者はこれまでにナノマテリアル
の足場材応用の研究を継続しており，今回強い骨形成を補填するためにナノバイオセラミクス
を作製して，新規開発されたヒト I 型コラーゲン様リコンビナントペプチド足場材に添加するこ
とを考案した． 
この世界初の新規足場材は，動物由来成分を含まないため，高い安全性と生体吸収性，良好な

骨形成効果を発揮することが期待される．本足場材が創製できれば優れた生物学的特性を発揮
すると考えられ，歯周組織再生を大きく促進すると考えられる．歯周病患者は国内に4500万人，
世界には推定１億人おり，臨床効果が実証されれば，新しい足場材として全世界的に応用される
可能性があり，それら歯周病患者の治療に貢献できるとともに，その市場規模は計り知れず，研
究開発の意義は大きい． 
 
２．研究の目的 
本研究では世界初のヒトコラーゲンペプチドとナノバイオセラミクスを併用した再生用足場

材を創製し，歯周組織再生効果を実証することを目的とする．組織再生には足場材（スキャフォ
ールド）が重要であり，申請者は近年ポリマーマトリックスであるコラーゲンスキャフォールド
の研究を行い，ナノカーボン材料やナノセラミクス材料の併用による組織再生効果を実証して
きた．コラーゲンは，生体親和性，吸収性に優れ，スキャフォールドの骨格をなす強度を持つが，
動物由来成分である懸念があった．今回，申請者が着目するコラーゲンスキャフォールドは，ヒ
トリコンビナントのコラーゲンペプチドから構成され，動物由来成分を含まず，安心安全な世界
初のコラーゲンバイオマテリアルである．本研究ではヒトコラーゲンペプチド足場材にナノ粒
子化したバイオセラミクスを配合し，生物学的スクリーニング評価，および歯周組織再生療法へ
試用してその再生能力を検討する． 
 
３．研究の方法 
本研究計画では，バイオセラミクスとしてβ-TCP ナノ粒子を用い，ヒトコラーゲンペプチド

顆粒にβ-TCP ナノ粒子を添加した新規足場材を作製し，歯周組織再生に最適化した条件の検討
と，歯周再生治療へ展開することが目的である． 
(1)スキャフォールドの作製；β-TCP ナノ粒子配合ヒトコラーゲンペプチド足場材を作製する．
ヒトコラーゲンペプチド顆粒は 0.5～2 mm に調整し，0.01，0.1，1 wt%のβ-TCP ナノ粒子分散
液を使用する．物性評価ならびに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
する生化学的評価を in vitro にてスクリーニング評価し，最適条件を決定する． 
(2)ラットでの評価；β-TCP ナノ粒子を配合した足場材をラット頭蓋骨欠損モデルに埋入し，2，
4 週後に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．次に脱灰薄切
標本を作製し，HE 染色，マッソントリクローム染色，免疫染色を行い，組織学的に細胞イング
ロースと骨形成の観察，骨増生量の計測を行う．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． 
(3)ビーグル犬での骨再生実験；前臨床試験としてビーグル犬に歯周病モデルを作製し，足場材
埋入による再生実験を行う．マイクロ CT撮影を行い，骨再生程度を評価する．術後 4, 8 週後
の組織学標本をマッソントリクローム染色して，抗菌性，炎症性細胞浸潤状態，セメント質，歯
根膜，歯槽骨の再生状態と微細形態，歯肉上皮との関連，歯根吸収，アンキローシスなどを観察
する．さらに一部の標本を ALP，BSP，OPN 免疫染色し，根表面の細胞分化の程度を観察する．以
上より，生体親和性の確認や，歯周組織の再生状態等を多角的に評価して，将来の臨床応用に向
けたデータの蓄積を行う． 
 



４．研究成果 
β-TCP/RCP の SEM および EDX 分析では、β-TCP 粒子は

用量に依存して RCP の表面を覆っており，表面には Ca 及
び Pの存在が確認された（図１）．細胞培養試験により，
β-TCP/RCP は 1％TCP で有意に細胞増殖を促進した．免疫
染色及び LIVE/DEAD 染色の結果，TCP/RCP 上に
細胞の接着と伸展が確認され，死細胞はわずか
で低い細胞毒性を示すことがわかった．また，
リアルタイム RT-PCR の結果，RCP 及びβ-
TCP/RCP は Runx2，ALP，IBSP，ITGB１の骨形成
マーカーの発現を刺激することが示された（図
２）． 
以上の in vivo 評価において，β-TCP/RCP

は 1％TCP が最も適切な条件であると示唆さ
れ，その濃度設定で in vitro 評価に移行した． 

ラット頭蓋骨欠損モデルでの組織形態学的評価では，
対照群では骨欠損部はまばらな線維性結合組織で占めら
れ，新生骨形成はわずかであったが，RCP およびβ-
TCP/RCP 適用群では，顕著な骨形成が認められ，特にβ-
TCP/RCP は厚く多量の新生骨が認められ，β-TCP/RCP は
有意に骨新生を促進することが示された（図３）． 
また，ビーグル犬に作製した実験的骨欠損部に埋植し

た結果，術後 8 週におけるマイクロＣＴ画像解析より，
β-TCP/RCP 埋植後の新生骨量は対照群と比較して 2.2 倍
多く，両群間に有意差を認めた（図４）．組織学的所見か
ら，埋植されたβ-TCP/RCP の周囲や内部に新生骨様組織
の形成を認め，β-TCP/RCP 埋植によって歯根膜様組織が
2.1 倍多く形成され，歯肉退縮を有意に抑制した．  
以上よりβ-TCP/RCP は骨形成能力を有し，歯周組織再

生材料とし
て有効であ
ることが示
唆された．  
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図２ RT-PCR
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