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研究成果の概要（和文）：本研究は口腔インプラント治療におけるインプラント周囲の硬組織再生に有用な因子
として、エムドゲイン（EMD）由来新規骨形成ペプチドに着目した。申請者らは純チタン表面にナノチューブ構
造を析出させ、親水性を付与することで骨分化誘導を促進するナノ構造制御チタンシート（TNS）を開発した。
そこで本研究では、インプラント埋入周囲組織の硬組織再生の方法として、EMD由来新規骨形成ペプチドをTNSに
化学修飾することで、さらなる硬組織分化誘導を促進するバイオアクティブインプラント材料の開発を目指すこ
とを目標に検討を行った。

研究成果の概要（英文）：This study focused on novel bone-forming peptides derived from emd-gain 
(EMD) as a useful factor for hard tissue regeneration around implants in oral implant therapy. The 
applicants developed a nanostructure-controlled titanium sheet (TNS) that promotes the induction of 
bone differentiation by depositing nanotube structures on the surface of pure titanium and providing
 hydrophilic properties. In this study, we investigated the chemical modification of TNS with novel 
osteogenic peptides derived from EMD as a method of hard tissue regeneration of the tissue 
surrounding implant placement, with the aim of developing bioactive implant materials.

研究分野： 歯周病学

キーワード： アミノ酸　インプラント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、骨量不足症例へのインプラント治療の応用が増加しており、インプラント周囲の骨造成に対する重要性が
高まっている。しかし、移植骨が定着するまで4～6ヶ月かかることや、その術式の難易度も高いという課題があ
り、骨造成を伴うインプラント治療は長期間におよび、その予後は術者の技量にも左右されるという問題があ
る。
そこで、申請者らが開発した骨形成能力をもつ新規骨形成ペプチドをTNSに化学修飾させることによって、早期
のオッセオインテグレーションの確立による治療期間の短縮とインプラント周囲の骨形成量を増加させることが
可能となり、インプラント治療の予後改善につながることができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

(1) EMD は歯周組織の再生治療を目的に作製された製剤であり、現在に至るまで約 20 年間も
の間、世界中で臨床応用されている。申請者らは EMD をラット背部皮下に注入すると、
骨・軟骨様組織と好酸性の円形小体（ERB）が形成されることを発見した。この ERB には
7 種のアミノ酸シークエンス（WYQNMIR）が含まれており、MALDI-TOFMS 解析から、
そのアミノ酸配列はブタのアメロジェニン前駆物質であることを特定した。このアミノ酸
シークエンスが硬組織形成を促進するのではないかと仮説を立て、硬組織形成を促進する
新規骨形成ペプチドとして作製した。（図１） 

 

(2) 研究分担者である田口らは純チタン表面に濃アルカリ処理を施すことでナノチューブ構造
を析出させ、チタン表面に親水性を付与することに成功した。このナノ構造制御チタンシ
ート（TNS）は骨芽細胞のチタン表面への接着や硬組織分化を誘導する機能があり、ラッ
ト大腿骨に TNS を埋入するとチタンプレート周囲に著明な新生骨が形成され、高い骨接触
率を示すことを明らかにした。  

 
(3) 申請者らが開発した骨形成能力をもつ新規骨形成ペプチドを TNS に化学修飾させること

によって、早期のオッセオインテグレーションの確立による治療期間の短縮とインプラン
ト周囲の骨形成量を増加させることが可能となり、インプラント治療の予後改善につなが
ることができると考えられる。 

 
 
2. 研究の目的 

(1) 近年、骨量不足症例へのインプラント治療の応用が増加しており、インプラント周囲の
骨造成に対する重要性が高まっている。しかし、移植骨が定着するまで 4～6 ヶ月かかる
ことや、その術式の難易度も高いという課題があり、骨造成を伴うインプラント治療は
長期間におよび、その予後は術者の技量にも左右されるという問題がある。 

(2) そこで、申請者らが開発した骨形成能力をもつ新規骨形成ペプチドを TNS に化学修飾さ
せることによって、早期のオッセオインテグレーションの確立による治療期間の短縮と
インプラント周囲の骨形成量を増加させることが可能となり、インプラント治療の予後
改善につながることができると考えられる。 

(3) また本研究で用いる化学修飾によるチタン表面改質は従来のコーティング法のデメリッ
トであるコーティングの剥離や感染によるインプラント周囲炎を防ぐことができると想
定される。 

(4) 本研究では EMD の基礎研究から得られたアミノ酸シークエンス（WYQNMIR）をもつ 
新規骨形成ペプチドをナノ構造制御チタンに化学修飾することによって、硬組織形成能
を有するバイオアクティブインプラント材料となりうるのか、in vitro・in vivo 両面で



明らかにする。 
 
 
3. 研究の方法  

(1) ナノ構造制御チタン（TNS）表面への新規骨形成ペプチド（EMD 由来アミノ酸シークエンス）
の化学修飾の手法として、電気化学反応を応用して作製する。 
 

(2) in vitro での検討として、新規骨形成ペプチドでヒト骨髄間葉系幹細胞を刺激、培養し、
硬組織形成能、骨形成に関連する mRNA 発現（Real-time-PCR）、タンパク（ELISA 法）を検
討することとする。 

 
(3) 実験群（化学修飾した TNS）および対照群（純チタン）を設定し、生後 8 週齢の SD 系ラッ

ト大腿骨に直径 1.3 mm のチタンスクリューを埋入する。屠殺 10 日前にカルセイン、3日前
にテトラサイクリンの腹腔内注射を行い生体染色による新生骨への蛍光色素沈着による新
生骨形成率を評価する。 

 
(4) 埋入 8週後に麻酔薬過剰投与により安楽死させ、大腿骨を摘出し組織を採取する。その後、

固定・脱灰・包埋し、組織標本を作製する。動物実験で得られた組織標本から H-E 染色、ビ
ラヌエバ骨染色、免疫染色（オステオポンチン、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲン）を検
討し、組織学的評価を行う。 

 
 
4. 研究成果 

(1) 新規骨形成ペプチドによるヒト骨髄間葉系幹細胞の細胞増殖への影響 

培養開始１，５，１０日後において, ペプチド添加群で増殖能が有意に促進した。（図２） 
 

 

 

 

 

 



(2) 新規骨形成ペプチドによるヒト骨髄間葉系幹細胞の骨芽細胞分化能への影響 

培養開始１４日後において, ペプチド添加群で石灰化物形成が有意に促進した。またオステオ
カルシン産生量も有意に促進した。（図３） 

 
 
 
(3) 新規骨形成ペプチドによるヒト骨髄間葉系幹細胞の作用機序への影響に関する検討 
ペプチド刺激開始３０, ６０分後において, ペプチド添加群で ERK のリン酸化が促進すること
が明らかになった。（図４） 

 
(4) チタン表面の解析  
走査電子顕微鏡（SEM）によるチタン表面の解析（A:×10,000 B: ×50,000） 
 
A                           B 



 
(5) チタン表面構造の解析 
（A）SPM による３次元構造解析  
(B）SPM により算出された平均粗さ（Ra）と最大高さ粗さ（Rz） 
 
A                B 

 
(6) チタン表面への細胞接着試験（歯肉上皮細胞） 
細胞がチタン表面へ接着する機序の解析として、上皮細胞を用いた接着試験を行った。 
（A:×1,000 B: ×5,000） 
 
A              B 

 
本研究期間においては、チタン表面構造の観察技法とチタン表面への細胞接着試験の手法につ

いて検索を行った。今後、ペプチド修飾を施したチタンを動物組織に埋入する臨床モデル試験へ
研究を進めていく予定である。 
 
（研究成果のまとめ） 

本研究から EMD 由来新規骨形成ペプチドはヒト間葉系幹細胞の増殖と骨芽細胞分化を促進す
ることによって、インプラント治療における骨形成促進に寄与する可能性が示唆された。しかし、
TNS への化学修飾の技術確立が困難であるため研究進捗が難航している。今後の展望として、化
学修飾技術の安定化と動物実験による臨床モデル試験を実施し生体組織での組織反応を観察す
ることによって、さらなる知見の蓄積を試みる予定である。 
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