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研究成果の概要（和文）： 

プロリン(P)-ヒドロキシプロリン(H)-グリシン(G)の共重合体により構成される人工コラー
ゲンであるコラーゲン様ポリペプチド Poly(PHG)は、炎症性を示すことなく、細胞増殖・分化
のための足場としての役割を担うことが知られている。今回はミニブタの頭蓋骨欠損モデルを
用いて、Poly(PHG)にα-TCP 粒子を混合した実験、Poly(PHG)に骨髄間葉系幹細胞を混合した実
験を行ったところ優れた骨再生能を示すことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Implantable scaffolds of the chemical synthesis of collagen model polypeptides 
consisting of a Pro-Hyp-Gly [poly(PHG)] sequence for tissue regeneration need to be 
biodegradable, have no ability to induce inflammation and to act as a scaffold for cell 
proliferation and differentiation. The combining poly(PHG) and alpha-tricalcium 
phosphate particles, or  mesenchymal stem cells showed extremely rapid bone regeneration 
in a calvarial defect model in mini-pigs. 
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１．研究開始当初の背景 
成人を対象とした歯科矯正治療において

は、成熟した歯槽骨及び歯周組織の中に歯根
が固定されていることから、歯牙の初期移動
に時間を要し、矯正治療の完了までに多大な
時間を要する。また、成人の場合、多くは歯
周疾患に罹患しているため、若年者の場合と
比べ、負荷できる矯正力に制限があることも
治療期間の長期化の一因となっている。 

このような現状に対し、歯科矯正分野では、

成人に特化した矯正技術の開発に重点を置
いてきたが、本研究は、若年者の矯正治療に
おいて使用される技術を可及的に成人にお
いても利用できるようにするため、成人の歯
槽骨及び歯周組織を増強しようとする、全く
逆の発想に基づくものである。申請者らは、
これらの発想を実現するために、再生医療を
歯科矯正治療分野に導入しようとするもの
であり、本研究は、これまで試みられたこと
の無い独創的研究である。また、本研究で開
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発する骨再生材料は生体内で作用すること
から、骨形成作用のみならず、安全性におい
ても優れたものでなければならず、また填入
操作性の高い材料である必要がある。これら
の条件を満たすために本研究で開発する骨
再生材料は、世界で唯一の人工コラーゲンを
利用することが第一の特色である。 
天然コラーゲンはこれまでも牛・ブタ等か

ら得られているがこれらは未知のウイルス
等の問題が残存する。一方、人工コラーゲン
はアミノ酸を人工的に配列することで低コ
ストの製造が可能で、既に知的財産の確保も
終えている。第二に、人工コラーゲンとの複
合化を考えているα-TCP は、細胞の成長を
促すように気孔径の設計が可能なα-TCP と
して世界で唯一であり既に知的財産の確保
も終えている。これらの特色ある材料を複合
化する意義は、細胞を呼び込む作用の強い人
工コラーゲンと、スペースメイキングが可能
で骨置換の速いα-TCP を利用することで、低
コストで操作性・予知性の高い再生材料の製
造が可能になることである。こうして、歯科
矯正治療に、再生医療を応用した新しい分野
を開拓し、普及させることができるものと確
信している。 
 
２．研究の目的 
近年、歯周外科・顎顔面外科の分野では、

組織工学・再生医療の概念が導入され、これ
らを応用した新たな治療が試みられ、着実に
成果をあげている。この歯周疾患に対する新
しいアプローチは、破壊された歯周組織や吸
収された歯槽骨を再生する目的で、歯槽骨、
セメント質、歯根膜を再生する。そのため、
間葉系幹細胞を患者自身の細胞を採取・増幅
し、患部に移植する。申請者らは、移動歯周
囲の歯周組織及び歯槽骨に見られる破壊的
病変の補充療法としての再生医療を応用す
ることで歯科矯正学的治療にも有用である
と考える。本研究では、これまでの歯周組織
再生治療で用いた生体吸収性材料を発展さ
せ、歯槽骨の形態形成可能な人工コラーゲン
とα-TCP を複合化させる生体吸収性材料を
開発して、さらには患者自身の間葉系幹細胞
を組み合わせた、新たな骨再生材料を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
(1）α-TCP とアテロコラーゲンスポンジ（CS）
複合体 
α-TCP とアテロコラーゲンを混合したも

の（α-TCP/CS 群）を実験材料として用いた。
生体親和性と骨再生能を評価するためにラ
ットの頭蓋冠骨欠損モデルを用いた。ラッ
トの頭蓋骨に臨床学的骨欠損を作成し、コラ
ーゲンおよび欠損のみの群を対照群とした。
移植後 2 週、4 週、6 週で頭蓋冠を摘出しマ

イクロ CT と骨質計測システムによる三次元
構造解析を行い、ヘマトキシリンエオジン染
色による病理組織学的評価を行った。 
(2) α-TCPと人工コラーゲンの組み合わせ 
α－TCPとβ-TCPとは化学式Ｃａ３（ＰＯ４）２

は同じであるが、結晶構造（相）が違う。こ
の結晶構造の違いが骨内での溶解性に差を生
じさせる。また結晶構造の違いは焼成温度と
焼成条件によって決定され、β-TCPは低温型で
、α－TCPは高温型である。また、今回用いた
α－TCP 粒子は骨伝導性を高めるためポーラ
ス構造となっている。Poly(PHG）とα-TCP粒子
をミニブタの頭蓋骨欠損モデルを用いて骨再
生能の評価を行った。縮重合によって合成さ
れた0.5%Poly(PHG)水溶液を凍結乾燥したス
ポンジと、平均粒径580.8μm、136.2μmの2
種類のα-TCP粒子を使用した。さらにその2
種類の粒子を重量比50：50で混合した。動物
にはメスのクラウン系ミニブタを使用し、そ
の頭頂骨にクリティカルサイズの骨欠損を形
成した。平均粒径580.8μmとPoly(PHG)の混合
物、平均粒径136.2μmとPoly(PHG)の混合物、
2種類の粒子とPoly(PHG)の混合物の3群を実
験群とし、Poly(PHG)のみを対照群とし、ミニ
ブタ頭頂骨へ移植した。 
(3)人工コラーゲンと骨髄間葉系幹細胞（MSC
）との組み合わせ 
 骨髄組織中に骨芽細胞の前駆細胞が存在し
、この細胞が骨芽細胞に分化して骨を形成す
ることが知られている。骨髄間葉系幹細胞はE
S細胞のように倫理的な問題がなく、iPS細胞
のように腫瘍化の心配もない。また、細胞を
得ることが容易であることが最大の利点であ
る。我々は、ミニブタの腸骨から骨髄組織を
骨髄芯によって取り出し、フラスコで培養す
ることによってMSCを培養した。７日間、デキ
サメタゾンを含む骨芽細胞分化培地で培養し
、アルカリフォスファターゼ活性が上昇した
。骨髄組織を採取したミニブタのクリティカ
ルサイズの頭蓋骨の骨欠損に対して分化した
700万個の細胞をPoly(PHG)水溶液と混合して
移植した。 
 
４．研究成果 
(1)α-TCPとアテロコラーゲンスポンジ（CS）
複合体 
マイクロ CT と骨質計測システムによる三

次元構造解析から、骨体積率（BV/TV）、骨密
度(BMD)、骨塩量(BMC)を定量し、BMD による
カラーマッピングを行った。実験群であるα
-TCP/CS 群（図 1、図 2 a, b, c）、は対照群
であるコラーゲンや欠損単独に対して骨再
生量が有意に増加していた。図１の移植後 2
週のα-TCP/CS 群では Low-to-Medium 値を示
す BMD 分布像を観察した。マイクロ CT 像で
は窩洞を埋める少量の硬組織像を観察した。
移植後 4 週では対照群と CS 群で Low 値を示



す BMD 分布像を観察した。α-TCP/CS 群で
Medium値を示す BMD分布像を観察した。マイ
クロ CT 像では窩洞を埋める多くの硬組織像
を観察した。骨体積率、骨塩量ではα-TCP/CS
群が最も高い値を示した。しかし、骨密度の
み 3群間内に定量的有意差は認められなかっ
た。移植後 6 週では、対照群と CS 群で Low
値を示す BMD分布像を観察した。マイクロ CT
像で対照群と CS 群は窩洞を埋める少量の硬
組織像を観察した。一方、α-TCP/CS 群では
部分的に High 値を示す BMD 分布像を観察し
た。マイクロ CT 像では窩洞を完全に満たし
ている硬組織像を観察した。また CS 群、対
照群に対して骨体積率、骨塩量、骨密度とも
有意に高い値を示した。 
組織学的分析より実験材料の辺縁周辺から

吸収が行われ新生骨に置換されていること
が確認された。以上のことより生体親和性と
優れた骨再生能をもつ骨補填剤の開発に成
功したものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. α-TCP/CS 群における BMD のカラーマ
ッピング像 
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図 2. α-TCP/CS群における、（a）骨体積率

（BV/TV）、(b)骨密度(BMD)、(c)骨塩量(BMC) 
 
(2)α-TCPと人工コラーゲンの組み合わせ 

図3は8週で頭蓋骨を摘出しマイクロCTによ
る新生骨のマイクロＣＴ像である。 

 

図 3.ミニブタ頭蓋骨骨欠損のマイクロ
CT 画像（A 対照群 B α-TCP 平均粒径
580.8 µm Poly(PHG) C α-TCP 平均粒径
136.2 µm Poly(PHG) D 2 種類の粒子と
Poly(PHG)） 



Poly(PHG)のみでも骨再生は起こるが、2種
類の粒子とPoly(PHG)の混合物で骨再生能が
高いことがわかる。また、病理組織学的評価
から大きいサイズのα-TCP粒子は残存するが
Poly(PHG)は完全に吸収し、新生骨が形成され
ている（図4）。再生部位は頭蓋骨と顎骨では
異なるがブタの骨再生能はヒトと近いことが
知られており、人工コラーゲンである
Poly(PHG)とα-TCPを組み合わせた試みは歯槽
骨再生に有用であると考えられる。さらに、
本実験では埋入直前にスポンジを生理食塩水
にてゲル化しα-TCP粒子と混合している。粒子
のみでは操作性が悪く、移植しにくい手術現
場でも本方法は有効であると考えられる。 
18 週後に頭蓋骨を摘出しマイクロ CT なら

びに病理組織学的に評価したところ対照群
である Poly(PHG)のみの群に比較して有意に
骨体積率が大きく、病理組織学的にも
Poly(PHG)の吸収と旺盛な新生骨の骨形成が
認められた。本実験から、Poly(PHG)と自己
の MSCを利用した骨再生の有用性は明らかと
なった。 

しかし、一般の臨床医が行うには細胞培養
の技術、設備、コスト、そして安全性など、
多くのハードルが立ちはだかる。これまでわ
が国ではすぐれた骨伝導能を持つ骨再生材
料が開発されてきたが、今後は成長因子を用
いた骨誘導型のバイオアクティブな骨再生
材料が開発され、早期に承認されることが望
まれる。 
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