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研究成果の概要（和文）： 
塩基性抗菌ペプチド固定化チタンおよび多孔質チタンについて骨芽細胞の骨分化を in vitro で
の検討を行った結果，以下の知見を得た。 
可溶性 JH8194による分化マーカーの発現は，コントロールと比較して 2～4倍程度であった。
これに対して， JH8194 固定化チタンの場合，Runx2, Osterix および OPN mRNA の発現を
著しく促進し，約 20～40 倍の分化マーカーの発現を認めた。以上より，JH8194 を固定化す
ることによって，骨芽細胞の分化を促進することが可能となることが明らかとなった。 
  
研究成果の概要（英文）： 
The objective of this study was to evaluate the effect of titanium immobilized with a cationic 

antimicrobial peptide (JH8194) derived from histatin on the differentiation of osteoblastic cells 

(MC3T3-E1). The titanium specimens (Ti) were immobilized with JH8194, according to the method 

previously described. JH8194-Ti enhanced the mRNA expressions of Runx2 and OPN, and ALPase 

activity in the MC3T3-E1, as compared with those of control- and blocking-Ti. These results, taken 

together, suggested the possibility that JH8194-Ti may be a potential aid to shorten the period of 

acquiring osseointegration 
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１．研究開始当初の背景 
我々は， KRLFRRWQWRMKKY という 14
アミノ酸残基よりなる塩基性抗菌性ペプチ

ド JH8194 を合成し，この JH8194 は，アン
ホテリシン B と比較しても非常に高い抗菌
性を示すことを明らかにした． 
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その後，本ペプチドに間葉系幹細胞の増殖能
があることを見出し，さらに，間葉系幹細胞
に対して骨分化の促進能をもつことを明ら
かにした． 
２．研究の目的 

インプラントのより良いオッセオインテ
グレーションの獲得のために，これまでチタ
ン表面へのタンパク・ペプチドあるいは薬剤
などの固定化が試みられている．特にタンパ
ク・ペプチドとしては国内外を通じて，フィ
ブロネクチン，コラーゲンなどの細胞外接着
因子（ECM）や細胞接着能を示す RGD 配列を
有するペプチドが主として用いられてきた．
また，近年では，RGD 配列を持つ小ペプチド
ともに，ペパラン硫酸のバインディングドメ
インである KRSR やヘパランバインディング
ドメインである FHRRIKA-を共固定した報告
も見られる． 
 この一方で，我々は，ヒトあるいは哺乳類
由来の塩基性抗菌性ペプチドの抗菌性の改
良を行ってきた．特に，オランダ ACTA のグ
ループの合成した Dhvar5 (KRLFKKLLFSLRKY)
とラクトフェリシン(LFB)のフラグメント
（FKCRRWQWRMKKLG）から新たに
KRLFRRWQWRMKKY という 14 アミノ酸残基より
なる塩基性抗菌性ペプチド JH8194 を合成し
た．この JH8194 は，アンホテリシン Bと比
較しても非常に高い抗菌性を示すことを明
らかにした．その後，本ペプチドに間葉系幹
細胞の増殖能があることを見出し，さらに既
知の哺乳類由来の塩基性抗菌ペプチド数種
とスクリーニングアッセイを行った結果，こ
の JH8194の間葉系幹細胞に対する増殖能は，
非常に高く，また間葉系幹細胞のグロースフ
ァクターとして知られるβFGF と相乗効果が
あることを明らかにした． 
 この新知見に基づき，平成 16 年～18 年ま
での間に，JST の権利化試験にてサポートを
受け，本ペプチドを成分に含む，抗生剤フリ
ーの無血清培地を開発し，この間 5件の特許
出願を行うに至った．図のように JH8194 含
む本 JST 培地は，市販無血清培地あるいは低
血清培地に比べ，非常に高い間葉系幹細胞の
増殖能を有するだけでなく，従来法である
DMEM に子ウシ胎仔血清（FBS）を 10％添加し
たものよりも，有意に高い増殖能を有してい
る．また，このような JH8194 による間葉系
幹細胞の増殖促進は，早期の転写因子への作
用ならびに STAT 系の活性化によることを明
らかにしている． 
以上の知見より，この JH8194 を骨治癒剤

などとして応用可能であると考え，インプラ
ント体（チタン表面）に固定化することで，
組織内では，より早い幹細胞の増殖能と骨分
化促進により骨治癒の促進を行うことを通
じ，オッセオインテグレーションを獲得する
ことが可能となると考えられるため，その基

礎的検討を行う． 
３．研究の方法 
（１） チタン 

本実験には, 直径 15 mm, 厚さ 1.0 mm の
チタンプレス円板 (小田鋼機株式会社, 大
阪)(チタン)を使用した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） JH8194 のチタン表面への固定 

チタンを各実験に用いるため, はじめにア
セトンとエタノールでそれぞれ 30 分間，超
音波洗浄を行った。その後，オートクレーブ
にて滅菌した。次に, 5%ガンマアミノプロピ
ルエトキシシランアセトン溶液に室温で 15
分間浸漬し，アセトンで洗浄した。続いて，
5%グリオキシル酸水溶液に 2 時間浸漬し，超
純水で洗浄した。その後,0.4%ホウ酸水素ナ
トリウム(NaBH₄)に 24 時間浸漬して還元を
行い，超純水で洗浄後，オートクレーブにて
滅菌した。
1-ethyl-3-dimethylaminopropyl(EDC)-carb
odiimide,hydrochloride)/N-hydroxylsuccini
mide (NHS) (BiaCore AB, Uppsala, 
Sweden)中に室温で 5 分間おき，炭酸水素ナ
トリウム(NaHCO3, 10mM, pH8.0)で洗浄し
た後, チタン表面に付着したカルボキシル基
を活性化させた。1μM, 5μM, 20μM の
JH8194 溶液を添加し，固定化反応を 30 分
間行った。JH8194 と結合しなかった未反応
のカルボキシル基をエタノールアミン
(BiaCore AB)を用いてブロッキングするこ
とで，JH8194 固定化チタンを製作した。ま
た, 前処理のみ行ったチタンをコントロール
チタンとし, EDC/NHS 処理後に JH8194 を
固定しないで, エタノールアミン処理のみ行
ったものをブロッキングチタンとした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

（３） 使用細胞株および細胞培養 
 培養細胞は，マウス骨芽細胞様細胞株
MC3T3-E1 細胞 (MC3T3-E1 細胞)を使用し
た。MC3T3-E1 細胞は 10%ウシ胎仔血清
(FBS)(Biological Industries, Haemek, 
Israel), L-グルタミン, antibiotic 
mixture(Invitrogen)および 50μg/ml アスコ
ルビン酸(Sigma)を含有したα変法イーグル
培地(α-MEM)中で, 37℃, 5%CO₂下にて培
養した 10）。 
 
（４） MTS 法 

96 ウェル細胞培養用培養皿に MC3T3-E1
細胞を1×104 cells/well播種し，0, 0.5, 1, 2, 5, 
10, 20, 50, 100μM の JH8194 存在下で 4 日
間培養した後，細胞数を MTS 法で評価した。
490 nm における吸光度をマイクロプレート
リーダー(BIO-RAD Laboratories)を用いて
測定し, JH8194 の細胞増殖に与える影響に
ついて検討した。 
 
（５） RT-PCR および real-time 
quantitative RT-PCR 

プラスチック上またはチタン上で培養し
た MC3T3-E1 細胞より, TRIzol reagent 
(Invitrogen)を用いて total RNA を抽出し，
ReverTra Ace reverse transcriptase 
(Toyobo)を用いて cDNA を作製した。骨芽細
胞の分化マーカーである
Runx2/Cbfa1(Runx2), Osterix,  
Osteopontin (OPN)および Type-I collagen 
(Col-I) を Reverse transcriptase- 
polymerase chain reaction (RT-PCR)または, 
real-time quantitative RT-PCR で解析した。
また，内在性コントロールとしてβ-actin の
発現を解析した（表 1, 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（６） 走査型電子顕微鏡観察（SEM） 
チタン上で 3 日間培養した MC3T3-E1 細

胞を PBS で洗浄し, 2%グルタールアルデヒ
ド溶液で固定した。その後, PBS 洗浄を 3 回
繰り返し, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 100%のアル
コール上昇系列によって脱水後，TWIN 
COATER(JEC-550, JEOL, 東京)を用いて
金蒸着を行った。 
 
４．研究成果 
（１） 可溶性 JH8194 が骨芽細胞増殖に与
える影響 
細胞を播種した 4 日後に, 可溶性 JH8194

の細胞増殖に与える影響について検討した。
50uM 以下の可溶性 JH8194 は, MC3T3-E1
細胞の増殖に影響を与えなかった。 一方, 
JH8194 を 100uM 添加した場合は, 増殖は
有意に抑制された（p＜0.01）(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 可溶性 JH8194 が骨芽細胞分化に与
える影響 
 細胞を播種した 7 日目後に, 可溶性
JH8194 が, 骨芽細胞分化マーカー遺伝子の
発現に与える影響について検討した。可溶性
JH8194 は, JH8194 を添加しない場合と比
較して, MC3T3-E1 細胞における Runx2, 
Osterix, および OPN mRNA の発現を促進
した。一方、β-actin mRNA の発現には影響
を与えなかった（図 3）。同様に, 可溶性
JH8194 は, MC3T3-E1 細胞における Col-Ⅰ 
mRNA の発現を濃度依存的に促進した。また, 
10uM の可溶性 JH8194 は、Col-Ⅰ mRNA
の発現を有意に促進した（p＜0.05）(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３） JH8194 固定化チタンが骨芽細胞分化
に与える影響 

細胞を播種した 7 日目後に, JH8194 固定
化チタンが, 骨芽細胞分化マーカー遺伝子の
発現に与える影響について検討した。20μM
の JH8194 固定化チタンは, コントロール
チタンおよび ブロッキングチタンと比較し
て, MC3T3-E1細胞におけるRunx2, Osterix
およびOPN mRNAの発現を著しく促進した。
一方, すべてのチタンは, β-actin mRNA の 
発現に影響を与えなかった(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４） JH8194 固定化チタン上の骨芽細胞の
形態観察 
 細胞を播種した 3 日目後に, 20μM の
JH8194 固定化チタン上での骨芽細胞形態を
SEM(VE-8800, KEYENCE, 大阪)を用いて
観察した。JH8194 を固定化したチタン上で, 
MC3T3-E1 細胞は伸展していた（図 6）。 
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