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研究成果の概要（和文）：本研究では、組織再生促進機能を備えた接着性レジンを実現するための基盤技術として、タ
ンパク徐放用担体としてのpolyHEMA系ハイドロゲル粒子を開発した。そして、この試作ハイドロゲル粒子にFGF-2を担
持させたところ、活性を維持した状態でのFGF-2の持続的な溶出が認められ、本粒子がFGF-2の徐放用担体として有用で
あることが明らかとなった。また、その物理化学的特性の評価に基づき、4-META/MMA系接着性レジンがFGF-2担持ハイ
ドロゲル粒子を適用する基材として適していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Aiming at achievement of adhesive resins with the function to promote tissue regen
eration, novel hydrogel as a carrier of protein was fabricated by copolymerization of HEMA and a cross-lin
king monomer. The experimental poly-HEMA-based hydrogel particle was effective for loading and long-term r
elease of proteins. The analysis of release kinetics and in vitro cell culture studies demonstrated that F
GF-2-releasing particle was successfully developed by loading FGF-2 to the experimental poly-HEMA-based hy
drogel particle. In addition, 4-META/MMA-based adhesive resins were found to be possibly combined with the
FGF-2-releasing hydrogel particle, and the benefits of combination of these two components were suggested.
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１．研究開始当初の背景 
 できる限り歯を抜かずに保存したいとい
う要望の高まりに伴って，かつては抜歯が適
応とされてきた歯根破折や穿孔を伴う症例
でも，最近では，接着性レジンを用いて封鎖
または接着再建を行い，可能な限り保存を試
みる頻度が増加している。しかしながら，こ
ういった治療の成功率は必ずしも高いとは
言えず，例えば，歯根破折歯を一旦抜去して
接着処理後に再植する「接着再建・再植法」
での 5 年生存率は 50%に過ぎないことが報
告されている。このような保存的治療の失敗
の要因の一つには，接着部周囲組織の十分な
治癒が得られずに再感染が生じることが挙
げられている。したがって，封鎖や再建に使
用される材料が，単に確実な接着性を有する
だけでなく，組織の再生を促す機能を備えて
いることが，成功率を向上させる有用な方策
の一つであると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，生体組織の再生促進機能を備
えた新規の接着性レジンを開発することを
最終目標に，4-META/MMA 系レジンに
Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)徐放能
を付与するための基盤技術の確立を目指し
た。すなわち，まず，レジン系材料への適用
を念頭においた FGF-2 徐放用担体としての
polyHEMA 系ハイドロゲル粒子を開発し，
FGF-2 担持・徐放特性を評価するとともに，
in vitro での細胞培養実験により組織再生誘
導効果の確認を行なった。さらに，
4-META/MMA 系接着性レジンへの試作
FGF-2 担持ハイドロゲル粒子の適用方法を，
物性や硬化性等への影響の点から検討し，動
物実験や臨床試験での有用性評価へと展開
できる最終的な材料デザインの確定を目的
とした。 

 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク担持用ハイドロゲルの試作と吸
水特性の評価  
 HEMA 100%の重合体あるいは HEMA 
90%と架橋性モノマーである TMPT 10%の
共重合体を作製し，粉砕して粒子状にした。
とくに後者については，粒径の異なる 4種の
粒子を作製し，重量測定法での吸水性評価に
基づいて，以後の実験に最適な材料を選定し
た。 
 
(2) 試作ハイドロゲル粒子のタンパク担持・
徐放能の評価  
 モデルタンパクとして Bovine serum 
albumin（BSA, 分子量 6～7 万 kDa）を使
用した。BSA溶液に試作ハイドロゲル粒子を
浸漬して担持させた後，37℃水中保管し，
BSAの放出量を経時的に測定した。また，蛍
光ラベルした BSA をハイドロゲル粒子に担

持させ，共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）に
よる観察を行ってタンパクの吸着状態を評
価した。 
 
(3) FGF-2 担持ハイドロゲル粒子の調整と
FGF-2徐放挙動の評価 
まず，FGF-2試薬 4種および市販の FGF-2
製剤（Fiblast）を添加した培地を用いて骨芽
細胞様細胞であるMC3T3-E1細胞を培養し，
MTT assayと Alkaline phosphatase活性の
測定により細胞の増殖と分化に対する効果
を比較した。 
上記の実験で最も高い効果を示す FGF-2
を選定し，その水溶液に粒径 550 μmの試作
ハイドロゲル粒子を浸漬して，FGF-2を担持
させた。試作した FGF-2 担持ゲル粒子を
37℃水中に浸漬し，比色定量法により FGF-2
放出量を経時的に測定した。 
 
(4) 骨芽細胞様細胞に対する増殖促進効果の
評価  
 FGF-2 担持ハイドロゲル粒子をα-MEM
培地に浸漬して 37℃保管し，経時的に採取し
た培地サンプルを用いて MC3T3-E1 細胞を
培養した。MTT assayにより細胞増殖を評価
し，溶出した FGF-2 が活性を維持している
か否かを確認した。 
 
(5) レジンモノマー存在下での FGF-2 の作
用発現の確認 
未重合モノマーが存在する環境で FGF-2
が効果を発現できるか否かを確認するため，
4-META，MMA，またはHEMAを添加した
培地に FGF-2を加えてMC3T3-E1細胞を培
養し，MTT assayと Alkaline phosphatase
活性の測定により細胞の増殖と分化を評価
した。 
 
(6) 4-META/MMA 系レジンの各種特性およ
び生体親和性の評価 
 サンメディカル社製 Super Bondをベース
に，顔料等を除外した試作の 4-META/MMA
系レジンを調製し，タンパクの活性に影響を
及ぼす可能性のある重合熱の発生と未重合
モノマーの溶出性について検討した。重合熱
の発生による温度上昇は，練和直後のレジン
試料に熱電対センサーを挿入し，室温および
37℃下で測定した。未重合モノマーの溶出濃
度は，レジン硬化体を水中に浸漬し，37℃で
24 時間保管後に液体クロマトグラフィーに
より測定した。 
さらに，調整したレジンの硬化体表面で

MC3T3-E1細胞を培養し，SEM観察および
MTT assay により細胞親和性について検討
した。 
 
(7) 試作ハイドロゲル粒子の 4-META/MMA
系レジンへの適用方法の検討 
上記で調製した 4-META/MMA 系レジン
の粉末に試作ハイドロゲル粒子を種々の濃



度で混合して曲げ強さを測定し，物性への影
響を評価した。また，試作ハイドロゲル粒子
を練和直後の 4-META/MMA 系レジンに散
布する方法での適用の可能性を，硬化性に基
づいて検討した。 
 
(8) HEMA系レジンへの配合の検討 
 サンメディカル社製Metaseal Softをベー
スにした HEMA を主成分とする基材レジン
を調製し，試作ハイドロゲル粒子の混合によ
る硬化性への影響について検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) タンパク担持用ハイドロゲルの試作と吸
水特性の評価 
 HEMA 100%ポリマーは，吸水すると凝集
が生じて粒子状でなくなったが，HEMA 
90%/TMPT 10%共重合体は，吸水後も粒子状
態を維持し，ハイドロゲル粒子として使用可
能であった。 
粒径の異なる 4種のHEMA/TMPT粒子の
吸水率・含水率を測定したところ，いずれの
試料間にも差は認められなかった。また，粉
砕後 48 時間の蒸留水洗浄を行えば，粒子内
に残留した未重合モノマーを減少させるこ
とができ，高い細胞親和性が得られることが
確認された。 
  
(2) 試作ハイドロゲルのタンパク担持・徐放
能の評価 
 BSAを担持させたハイドロゲル粒子（粒径
550 μm）からは，21日間にわたる BSAの持
続的な溶出が認められた。また，蛍光ラベル
BSAを用いた CLSM観察により，BSAがゲ
ル粒子の表層に蜜に吸着して担持されてい
ることが分かった。 
 
(3) FGF-2 担持ハイドロゲル粒子の調整と
FGF-2徐放挙動の評価 

4 種の FGF-2 試薬および Fiblast の間で，
MC3T3-E1 細胞の増殖と分化の点での有効
濃度には差が認められなかった。そこで，
Fiblastを使用して FGF-2担持ハイドロゲル
粒子を作製し，溶出試験を行った結果，BSA
の場合と同様に 21日までの持続的な FGF-2
の溶出が生じることが確認された。 
  
(4) 骨芽細胞様細胞に対する増殖促進効果の
評価  

FGF-2 担持ハイドロゲル粒子を浸漬した
培地を用いると，MC3T3-E1細胞の増殖が有
意に促進された。また，この増殖促進作用は，
14日間経過後のサンプルでも認められ，ハイ
ドロゲル粒子から溶出した FGF-2 が長期間
経過後もその活性を維持していることが確
認された。 

 
(5) レジンモノマー存在下での FGF-2 の作
用発現の確認 

4-META，MMA，HEMAのいずれにおい
ても，細胞の生存に影響を及ぼさない濃度範
囲では，モノマー非添加の場合と同様の
FGF-2の効果発現が認められた。 
 
(6) 接着性レジンの調製と各種特性の評価 

4-META/MMA系レジンの重合時の温度上
昇は，室温および 37℃下のいずれであっても
2.5℃以下であり，タンパクの変性を引き起こ
すレベルではなかった。また，レジン硬化体
からの未重合の 4-METおよびMMAの溶出
濃度は，それぞれ約 2.2 μg/mL，約 9.8 μg/mL
であり，先の実験の結果と合わせると，硬化
した 4-META/MMA 系レジンから溶出する
未重合モノマーは FGF-2 の活性を阻害しな
いものと考えられた。 
一方，4-META/MMA系レジン硬化体上で
は，カルチャープレートと同様のMC3T3-E1
細胞の接着・増殖が認められ，FGF-2徐放性
を付与する基材として適していることが分
かった。 

 
(7) 試作ハイドロゲル粒子の 4-META/MMA
系レジンへの適用方法の検討 
ハイドロゲル粒子の添加濃度の増加に伴
って曲げ強さの有意な低下が生じ，物性の観
点からは，粉末への直接混合法では 10%以下
の配合が望ましいと判断された。また，ゲル
粒子を 4-META/MMA 系レジンに散布する
ことで表面に粒子を密に接着させることが
可能であることが分かり，物性への影響の点
では，粉末への混合よりも有用な方法である
ものと考えられた。 

 
(8) HEMA系レジンへの配合の検討 

HEMA を主要組成とするレジンに試作ハ
イドロゲル粒子を添加すると一体化して硬
化してしまい，ゲル粒子が FGF-2 のリザー
バーとして十分な役割を果たせない可能性
が推測された。 

 
以上のように，本研究により，FGF-2徐放
のための新規の polyHEMA 系ハイドロゲル
粒子の開発に成功し，さらに，4-META/MMA
系レジンが試作ハイドロゲル粒子を適用す
る基材として適していることが判明した。し
たがって，これらの材料を組み合わせること
により，組織再生促進能を備えた接着性レジ
ンの実現が可能であると結論づけられる。た
だし，適用法やハイドロゲル粒子にさらなる
改良を施したうえで動物実験に進むことが
望ましいと考えられた。 
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http://web.dent.osaka-u.ac.jp/~techno/W
elcome.html 
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