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研究成果の概要（和文）：今回の実験に当たり、象牙質並びにセメント質に結合するペプチドアプタマーを選定し、生
化学的検証を行った。本研究の目的達成の予備実験的に、チタン結合アプタマーとBMPにの融合より人工タンパクを作
製し、筋肉内に移植したところ、筋肉内において軟骨性仮骨形成を認め、RT-PCR法により3日目から骨関連タンパク質
のmRNA発現を確認した。精製は不十分ながら象牙質およびセメント質に結合するペプチドアプタマーとBMPの融合タン
パクを用い、予備実験と同様の研究を行ったところ、わずかながら骨関連タンパクの上昇を認めた（未発表）。

研究成果の概要（英文）：Peptide aptamer which combines in dentin and cementum were selected and 
biochemistry-like inspection was performed. As pilot study, artificial protein which consist of titanium 
binding aptamer and BMP has been just transplanted in the muscle. Both cartilage and bone like tissues 
were admitted and the expression of bone related protein mRNAwas confirmed from the 3rd day by RT-PCR 
method. Althoug the refinement was insufficient, when it was studied just same as a pilot study using 
fused protein of peptide aptamar which combines in dentin and cementum and BMP, slight expression of bone 
related protein was admitted (un published data).

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 

歯周組織の再生の目的は、失われた歯槽骨

を再生させることは勿論のこと、歯周治療に

より除去された感染セメント質下の露出し

た象牙質表面に新生セメント質を沈着させ、

再生した歯槽骨と新生したセメント質の間

に機能性歯根膜組織を作ることである。しか

し、従来の研究では、治療後に長い付着上皮

の形成されたり、歯根膜の完全再生を成し遂

げるには至らなかった。仮に歯根膜様の構造

ができても、マラッセの上皮残遺がないため

に、アンキローシスに陥ることも報告されて

きた。 

つまり、セメント質―歯根膜―歯槽骨の関

係を完成させて、初めて歯周組織の再生と言

えるわけだが、実現するには至らなかった。

我々はこの関係を、セメント質・歯根膜複合

体と称し、人工タンパクによるその再生を目

指してきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、①歯根膜の再生と分化の解

明として、｢歯根膜細胞は骨原性線維芽細

胞で、創傷時セメント質を形成し、その

恒常性はマラッセの上皮残遺により維持

される｣ことを報告してきた（J Jpn J 

Oral Biol, 37:58-69,1995.  Anat 

Embryol, 206:13-20,2002,J Periodont 

Res, 41:280-287,2006. Cell Tissue Res. 

342:221-231,2010）。一方、最近では②無

機質と細胞を仲介する人工タンパクの創

製 に 成 功 し た （ Biomacromolecules 

9:3098-3105,2008、Dental Material J. 

2011 in press）。本研究課題では、前述

の 2 つのテーマ(①、②)に基づき、治療

システム開発に向けた基盤エビデンスの

構築を目的とする。その内容としては、

１）セメント質と歯根膜細胞を仲介する

人工タンパクの創製、および２）セメン

ト質・歯根膜複合体誘導システムの開発

を推進することである。 
 
３．研究の方法 

平成 24 年度 

象牙質片とセメント質片を人およびビー

グル犬の抜去歯牙から作製する。その後、

ペプチド･ファージ・ライブラリーを用い

て、標的分子（象牙質・セメント質）に

特異的に結合するアミノ酸配列を提示す

るファージを単離･回収する。ペプチドの

アミノ酸配列の情報は、DNA 情報として

ファージゲノムに保存されており、ファ

ージゲノムからペプチドのアミノ酸配列

をシーケンスすることができ、このアミ

ノ酸配列を用い象牙質およびセメント質

結合ペプチドを作製する。 

平成 25 年度 

平成 24 年度に作製スクリーニングされ

た、硬組織結合ペプチドに分化・増殖因

子（BMP など）を結合させ人工タンパク

質を創製する。創製した人工タンパク質

が in vitro において、ビーグル犬より得

られた培養歯根膜細胞を用いて生化学的、

形態学的に確認する。培養後経時的に、

走査型電子顕微鏡、透過型電子顕微鏡、

共焦点レーザー顕微鏡などにより形態学

的に観察する。ついで、RT-PCR により

mRNA レベルの発現を検討する。BMP を付

けた人工タンパクにおいては、ビーグル

犬の筋肉組織、皮下結合組織、歯根膜組

織などが、内軟骨仮骨を起こすかを検討

する。 

平成 26 年度 

平成 25 年度に in vitro にて確認した人

工タンパクの機能発現をビーグル犬にお

いて、in vivo の発現があるか検討する。

具体的には、静脈麻酔下において、ビーグ

ル成犬の片側の上下前歯、前臼歯の歯肉を

開き（フラップ形成）し、歯根面を露出さ

せ歯根膜組織のみを除去した群（セメント



質群）とセメント質を除去し人工的に象牙

質が露出する群（象牙質群）を作製する。

創製された人工タンパク溶液を塗布する

（培養条件に則る）。対照群は、何も塗布し

ない物、とセメント質結合ペプチドまたは

象牙質結合ペプチドのみを塗布したものと

する。塗布後には GTR 膜を応用し歯肉組

織の侵入を避けフラップを戻し縫合閉鎖す

る。経時的に組織学的、SEM,TEM,RT-PCR,

生体染色,共焦点レーザー顕微鏡で再生状

態を確認する。トランスレーショナルリサ

ーチの実現に向け検討を行い、臨床応用へ

つなげる準備に入る。 
 

４．研究成果 

今回の実験に当たり、先にジルコニアに結

合するペプチドアプタマーの選定に成功

しており（K.Hashimoto,Dental Material 

J. 2011）。本研究においても、同様の方

法を用いて、象牙質並びにセメント質に

結合するペプチドアプタマーを選定した。 

その後、これらのアプタマーに対する生

化学的検証を行ったが、初年度では、充

分に精製されたものは獲得できなかった。 

本研究の目的達成の予備実験的に、チタン

に結合するペプチドアプタマー応用実験

K.Kokubun,Biomacromokecules, 9: 3098 - 

3105,  2008 に習って、チタン結合アプタマ

ーとBMPにの融合より人工タンパクを作製し、

筋肉内に移植したところ、筋肉内において、

7日目に軟骨性仮骨形成を認め、RT-PCR 法に

より 3 日目から骨関連タンパク質の mRNA 発

現を確認し、論文発表した（Yuasa, J Biomed 

Material Res.図）。 

 
 

実際に精製は不十分ながら、予備実験と同

様の研究を行ったところ、わずかながら骨関

連タンパクの上昇を認めたが、データとして

充分なものではなかった。 

最終的に in vivo における実験に着手し、

動物の顎骨内における人工タンパクの応用

を試みたが、未だ継続中である。 
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