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研究成果の概要（和文）： 

幼若ブタの歯胚から抽出されたエムドゲイン®は臨床応用されているが，生物由来のため患者
からの拒否感も強く，生物に由来しない合成ペプチドの開発が望まれる。本研究では，新規合
成ペプチドの至適濃度を策定し硬組織誘導能を明らかにすることである。 
合成ペプチドの各細胞に対する影響は，細胞増殖，接着および遊走について検討し至適条件

を策定した。その合成ペプチドを歯根膜細胞，骨髄細胞に応用し，ALP 活性，オステオカルシ
ンの産生量，カルシウムの析出量などの硬組織誘導能について検討した。 
実験の結果，合成ペプチドに対する各細胞の細胞増殖，接着および遊走は濃度依存的に比例

しているのではなく，至適濃度が存在し，歯根膜細胞，骨髄細胞に応用すると硬組織への誘導
を促進するものと示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
One method of treating periodontitis is to use Emdogain®, a material derived from the 

tooth germ of juvenile swine that promotes periodontal tissue regeneration, including 
the formation of hard tissue as cementum, alveolar bone. The use of Emdogain® is therefore 
established in the field of periodontal regenerative therapy. However, because of its 
swine origin, some patients choose not to be treated with Emdogain®. The active component 
of Emdogain® has been shown to be a peptide whose sequence corresponds to an amelogenin 
II precursor. As such, this peptide may function as a growth factor to stimulate cell 
differentiation and tissue regeneration. In this study, we characterized the effects of 
the synthetic Emdogain®-derived peptide on the proliferation, adhesion, migration and 
differentiation of periodontal ligament fibroblasts (HPdLFs), which display properties 
similar to mesenchymal stem cells, and Sprague-Dawley rat bone marrow (RBM) cells. 
Compared to cells not treated with the synthetic Emdogain®-derived peptide, treated cells 
showed increased proliferation, initial adhesion, and chemotactic activity. The optimum 
peptide concentration that stimulated these activities was determined to be 100 ng/ml. 
We next investigated the effects of the peptide at a concentration of 100 ng/ml on 
osteogenesis and cementogenesis in HPdLF cells by assaying alkaline phosphatase activity, 
osteocalcin production, and mineralization. Taken together, our data suggest that the 
Emdogain®-derived peptide stimulates periodontal hard tissue regeneration by stimulating 
the proliferation, adhesion, and migration of mesenchymal stem cells. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 
キーワード：エナメル基質タンパク・歯根膜細胞・歯周組織再生 
 
１．研究開始当初の背景 
研究分担者の田中昭男・富永和也らは，旧

タイプの EMD をラット背部皮下に注射して，
好酸性の円形小体と軟骨様組織の形成を確
認している。その円形小体を MALDI-TOF解析
で得たフラグメント中に同じ 7種のアミノ酸
シークエンスである WYQNML(I)R を含んでい
ることを見出し，データベース解析でウシの
アメロジェニンⅡ前駆物質（L が I の場合，
ブタのアメロジェニン前駆物質）であること
を 確 認 し て い る 。（ J Periodontol 
2005:76;1934-1941）また，そのシークエン
スを元にペプチドを合成し，ラット背部皮下
に接種したところ，2 週程度で骨，軟骨，お
よび軟骨内骨化が認められ，硬組織の誘導能
があることを示唆している。（平成 20年第 51
回 日本歯周病学会春季学術大会にて発表）
すなわち，この新規合成ペプチドを細胞分化
を司る「増殖因子」としての機能を有してい
る可能性があり，in vitro・in vivo 両面か
らの検索が必須である。また，田中昭男らの
グループが，新規合成ペプチドを単独で用い
ることによる in vivoでの歯周組織再生につ
いて現在検索中である。 
 エムドゲイン®（エムドゲイン®ゲル，以下
エムドゲインと略す）が発売されてから約 10
年が経過し臨床成果が散見され始めている。
欧米での臨床報告では，エムドゲイン単独応
用と自家骨移植との併用療法との比較にお
いて有意に併用療法のほうが臨床的改善が
認められるとの報告がある。（J Periodontol 
2007:78;231-238 ， J Clin Periodontol 
2006:33;69-75 ） 自 家 骨 に は Tissue 
engineering の概念から考えると「細胞」と
「足場」の両機能が期待される。                                                
臨床的見地からは「細胞」は皮質骨直下に未
分化間葉系幹細胞（MSC）が存在しトルフィ
ンバーやボーンスクレーパーで自家骨を採
取することによって得られる。「足場」の機
能は実質的なスペースメイキングと増殖因
子のキャリアー，そして「骨形成能」「骨誘
導能」の有する移植材料として活用できるの
は周知の事実である。その観点から，歯周組
織の再生，特に歯槽骨の再生にはやはり再生
の 3つの輪を充実させるのが必要不可欠では
ないかと考えられる。 
そこで今回，合成した新規ペプチドと骨髄か
らの未分化間葉系幹細胞の併用療法を確立
すべく，in vitro・in vivo 両面から基礎研
究を立案した。 
新規リコンビナントペプチドの「増殖因子」
としての硬組織分化誘導能を in vitro から

検索し，新規リコンビナントペプチドと骨髄
からの MSCを併用して生体内に応用すること
による組織反応について免疫組織化学的に
検索することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の明らかにする課題については主
に 2つに分類される。 
(1)新規合成ペプチドの「増殖因子」として
の硬組織分化誘導能の in vitroによる検索 
(2)新規合成ペプチドと骨髄からの MSC を併
用して生体内に応用することによる組織反
応 
（1）については未分化間葉系幹細胞が骨芽

細胞へと分化する過程，特に新規合成ペプチド
の至適濃度を確認する。細胞の増殖と分化とい
う相反する事象の中で至適濃度は進めていく
研究計画の中で非常に重要な位置づけである。
市販されている EMDや臨床応用されている PRP
においても MSC の増殖と分化の中で至適濃度
について興味深い知見が報告されている。（J 
Periodontol 2007:78;2190-2196， Int J Oral 
Maxillofac Surg 2004; 33:60-70） 

（2）については歯周組織欠損に対する再生
を検証する前段階となる基礎研究である。今回
の新規合成ペプチドに関しても，市販されてい
る EMDの生体の反応から得られたものであり，
非常に重要な研究行程であると考えている。な
お，新規リコンビナントペプチド単独での生体
内への移植についての成果の一部は前頁に示
すとおり報告しているが，細胞と同時の移植に
ついてのin vivoでの検索そして細胞分化程度
による移植時期について免疫組織化学的に明
らかにしたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
平成 22年度は新規合成ペプチドの MSCに対

する骨分化能を中心として in vitro による
検索を中心に網羅的に行なう。平成 23，24
年度は平成 22年度分での in vitroによる検
索の再検討と生体内での反応，in vivo によ
る検索を各種染色法を用いて行う。 
新規合成ペプチドの数種類の濃度と同時に，

過去の報告で骨分化誘導が認められている
β-glycerophosphate と ascorvin acid と
dexamethasone 含有の場合との比較を元に細
胞増殖能・ALP 活性・骨芽細胞の分化への方
向性を制御する転写因子である Cbfa1を指標
に新規合成ペプチドの MSCに対する至適濃度
を絞り込んだ上での解析を予定している。ま
た同時に培養上清に含まれる骨分化誘導を
示すタンパクの ELISA 法による検索を行う。 



実験動物には免疫反応がない
Sprague-Dawley 系ラットを用いて行い、in 
vivoでの組織反応の観察の際に過去の標本
と比較できるように行う。 
 

４．研究成果 
 市販の歯根膜線維芽細胞と生後 7週齢の SD
系雄性ラットの両側大腿骨から骨髄細胞を
採取し実験に供した。細胞増殖・接着・遊走
については 5種の濃度で測定し至適条件を策
定した。その至適濃度の合成ペプチドを培地
に懸濁させ骨髄細胞に応用した。対照として
合成ペプチドを含まない培地を用い 2週応用
後の ALP 活性を ELISA 法で測定した。また合
成ペプチド 1，3 日応用後の Total RNA を回
収し，Real-time PCR法を用いて Runx2 mRNA
の発現を測定し，硬組織誘導能について検討
した。 
歯根膜線維芽細胞と骨髄細胞共に，5 種の

濃度のうち細胞増殖，接着および遊走能は
100 ng/mL の合成ペプチドの刺激時に最も高
い値を示し，その濃度が至適でありまた，2
週応用後の実験群の ALP活性の発現も対照群
と比較して有意に高かった。合成ペプチド 1，
3日応用後の Runx2 mRNAの発現は 3日の方が
有意に高かった。 
in vivoにおける検索では，1.5％プロピレ

ングリコールアルジネート溶液で合成ペプ
チドを 15.0mg/mL の濃度に調整し SD 系ラッ
トの上顎第一大臼歯欠損部に貼付し 7，14日
後の歯周組織を採取し切片を作製し HE染色，
トルイジンブルー染色，PAS 染色，マッソン・
トリクローム染色の各染色と抗Ⅰ型コラー
ゲン抗体および抗オステオポンチン抗体を
用いた免疫組織化学的染色を行い，検鏡した。
術後 7日に欠損部の象牙質表面にコラーゲン
線維が増生したが，オステオポンチンは陰性
であった。術後 14 日では欠損部の象牙質表
面に多糖類を含有する硬組織が形成され，そ
の周囲軟組織ではⅠ型コラーゲンとオステ
オポンチンは陽性であった。新生硬組織は，
PAS 染色で象牙質より濃く染色されて，Ⅰ型
コラーゲンに陽性の線維が新生硬組織の縁
に垂直的に入り込んでいたが，対照群には硬
組織形成自体認められなかった。 
以上により，合成ペプチドはラット歯周組

織欠損部に貼付するとセメント質類似の硬
組織を誘導することが示唆された。 
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