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研究成果の概要（和文）：歯質接着能を有し修復材表層に歯根膜組織の形成を可能にする生物学的活性を有した
バイオアクティブレジンを開発することを目的とした。4-META/ MMA-TBBレジンに塩化カルシウムまたはナノハ
イドロキシアパタイトを含有したもの(nHAP/SB)を作製し歯根膜細胞と共培養を行った結果、骨関連遺伝子の発
現が促進した。また象牙質への接着力を引っ張り試験の結果ではnHAP/SBが未添加群と同等の接着力を示した。
ラットの抜歯窩に歯根膜細胞シートを巻いたnHAP/SBを埋入した結果、その周囲に硬組織および線維性組織が形
成された。以上よりnHAP/SBはバイアクティブレジンの候補となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at developing the bioactive resin that contains the 
capacity to adhere the dentin and induce the formation of periodontal tissue around it in vivo. When
 4-META/ MMA-TBB resin was mixed with calcium chloride or nano-sized hydroxyapatite (nHAP/SB) and 
then cultured with human periodontal ligament cells, it promoted bone-related gene expression. In 
addition, tensile test about the adhesion of this resin to bovine dentin showed the same strength 
level as that of the 4-META/ MMA-TBB resin mixed with nothing. When nHAP/SB was furthermore wrapped 
with the periodontal ligament cell sheet was embedded into rat extraction socket after 4 weeks of 
extraction, we found the hard tissue formation around it and moreover fibrous tissue formation 
around this hard tissue while Shapey’s fiber formation was not observed. These results suggested 
that nHAP/SB could be a candidate of the bioactive resin.

研究分野： 歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
深く進行したカリエスや歯根破折などに

よって歯を喪失した場合、その欠損部は、イ
ンプラントやブリッジまたは義歯などの補
綴治療が施されている。この中で患者にとっ
て、最も快適とされているのがインプラント
治療だが、インプラントには歯根膜組織がな
いため、本来の歯とは異なる咬合形態となっ
てしまう。そのため、歯根膜組織を有した人
工歯根の開発が望まれている。 
この開発には、幹細胞、足場材、形態形成

因子の３要素が必須であると考えられる。
我々は、これまで歯根膜組織再生の研究を進
めていく上で、これら３要素に基づいて解析
を行ってきた。幹細胞については、未分化な
ヒト歯根膜細胞株を作製し、その分化機構に
ついて解析を進めており、形態形成因子につ
い て は 、 TGF-beta1, bFGF, EGF, VEGF, 
Emdogain, Angiotensin，神経栄養因子、そ
してメカニカルストレスが歯根膜細胞の分
化に及ぼす影響について明らかにしてきた 
(Maeda et al. 2011)。そして足場材に関し
ては、カルシウムを含有した材料が歯根膜細
胞の増殖ならびに骨芽細胞様分化や石灰化
を誘導することを報告している (Maeda et 
al. 2010)。 
従来、骨など硬組織の補填材料に関する研

究において、ハイドロキシアパタイトやリン
酸カルシウムなどカルシウムを主体とした
材料が用いられており、生体親和性に富み、
骨伝導や骨誘導における有効性が証明され
ている。近年の研究では、塩化カルシウム含
有セメントといったレジンベースの材料上
にハイドロキシアパタイトが沈着するバイ
オアクティブな材料の開発が進められてい
る。これらにより、無機成分は少なくても生
物学的活性を有し、柔軟性に富む修復材料の
作製が可能になると考えられる。 
 我々は、以前 4-META/MMA-TBB レジンを、
ラットの下顎骨に形成した窩洞内に填入し
た際、新生骨とレジンとの間に線維などの組
織が介在することなく、両者が直接接触する
所見を得た (Maeda et al. 1999)ことから、
このレジンが新生骨の形成に対して為害作
用を及ぼさないことを示唆している。さらに
近年、4-META/MMA-TBB レジンが、表層で歯根
膜細胞の増殖と骨芽細胞様分化を支持する
働きがあることを観察し、このレジンに細胞
親和性があることを報告している (Maeda et 
al. 2011)。一方、塩化カルシウムを添加し
た培地中で未分化なヒト歯根膜細胞株を培
養した際、細胞増殖が促進し、さらに骨系タ
ンパクの発現を伴った石灰化が亢進するこ
とを明らかにした (Maeda et al. 2010)こと
から、カルシウム添加の 4-META/MMA-TBB レ
ジンに生物学的活性がある可能性が示唆さ
れた。したがって本研究では、上述した結果
を基にして、歯質欠損部位への接着ならびに
充填が可能で、さらに歯根膜組織形成能、生
体親和性を有した「バイオアクティブレジ

ン」を開発することとした。 
 
２．研究の目的 
歯周組織の破壊を伴い、深く進行したカリ

エスによって歯質が大きく欠損したような
症例は、保存が困難であるか、または修復し
て保存しても予後が不良となり、結果的に抜
歯に至ってしまうケースがある。これは、現
在使用されている修復材が、喪失した歯根膜
組織や骨などの再生を促すような機能性を
有していないことが原因として考えられる。
これまでに我々は、塩化カルシウムを添加し
た 4-META/ MMA-TBB レジンを作製し解析した
結果、その表層にハイドロキシアパタイトの
層が形成され、ヒト歯根膜細胞が接着増殖し、
骨系タンパク発現が促進することを明らか
にしてきた。そこで本研究では、歯質欠損部
位の修復が可能で、咬合力などに対する機械
的接着強度を保ち、修復材表層に歯根膜組織
の形成を可能にする生物学的活性を有した
「バイオアクティブレジン」を開発すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
4-META/MMA-TBB レジンに種々の重量濃度

で塩化カルシウムまたはハイドロキシアパ
タイトを添加し、歯根膜細胞に対する細胞親
和性や細胞増殖ならびに骨系タンパク発現
および石灰化誘導能について、有効な添加材
とその至適濃度を決定する。つぎに決定され
たレジン表層でのハイドロキシアパタイト
層の形成についてSEMおよびエックス線回折
を行う。この添加型レジンを未分化な歯根膜
細胞株と共培養し歯根膜細胞分化について
検討する。さらに添加型レジンの一連の機械
的特性と物性変化について分析を行う。そし
て添加型レジンをラットの脛骨または顎骨
内へ填入し、組織親和性ならびに骨治癒への
影響について組織学的解析を行う。また未分
化な歯根膜細胞株からなる細胞シートを作
製し、添加型レジン上に付着させたものを骨
または顎骨内に移植して歯根膜組織形成能
について組織学的に解析する。 
 
４．研究成果 
 まず我々は、塩化カルシウム含有培地で未
分化なヒト歯根膜細胞を培養することで、硬
組織形成が亢進することを明らかにした
(Koori et al. 2014)。そこで、この塩化カ
ル シ ウ ム を 0 ， 5 ， 10 ， 20 w/w% で
4-META/MMA-TBB レジンのポリマーに配合し
用法に従ってモノマーと混和した後、ディス
ク形成用の型に流し込み重合したものを、ヒ
ト歯根膜細胞 (HPDLC)と培養した。細胞増殖
能について解析を行った結果、混和濃度依存
性に増殖率が低下することが明らかになっ
た。これは、カルシウムの濃度に依存した、
塩化カルシウムによる水分の吸着が原因の
一つになったと推察された。さらに HPDLC を
上記の各種レジン上で培養し、遺伝子発現解



析を行った結果、BMP2 およびオステオポンチ
ンの発現が促進することが明らかになった。
特に 10%配合群で上昇する傾向が観察された。
次にカルシウム配合レジンを単独で培養液
中に 50 日間浸漬した結果、SEM 観察およびエ
ックス線回折により、表面にハイドロキシア
パタイトが形成されることを明らかにした。
ただし、添加したカルシウムは、レジン表面
から 5日以内には溶出してしまっており、ア
パタイト形成のメカニズムについては明ら
かではない。さらにカルシウム配合レジンと
培養した HPDLC は 28 日後に von Kossa 陽性
像を示し、石灰化促進にカルシウム配合
4-META/MMA-TBB レジンが有効であることが
示唆された。 
 しかしながら、塩化カルシウムは水分の吸
着作用があるため、他の材料として、粒径が
40 nm のナノハイドロキシアパタイトに着目
した。これを同様に 4-META/MMA-TBB レジン
と、10, 30, 50%の重量比で混和し (nHAP/SB)、
10% 塩化カルシウム添加群および無添加群
と比較した結果、ナノハイドロキシアパタイ
トの濃度依存性に Bone Sialoprotein (BSP)
の発現が上昇し、カルシウム添加群よりも高
いことが観察された。一方、この培養系に、
以前我々が、歯根膜組織の治癒に働くことを
示唆する報告を行ったグリア細胞株由来神
経栄養因子 (GDNF)を添加し、その影響を検
討したが、有意な変化は観察されなかった。 
次に牛歯を用いて象牙質への接着性能に

ついて検討するため、引っ張り試験を実施し
た。塩化カルシウム添加群および50% nHAP/SB
は、無添加群と比べて有意に接着強さが低下
したが、10%および 30% nHAP/SB 群は無添加
群と同等の接着強さを示した。さらに、牛歯
への接着の持続性について検討するため、サ
ーマルサイクル処理（摂氏 5 度および 55 度
の水中にそれぞれ 20 秒間ずつの浸漬を 5000
回繰り返した）をした後、引っ張り試験を行
った。その結果、10% nHAP/SB は無添加群と
同様の結果を示したのに対して、塩化カルシ
ウム添加群は有意な低下を示した。以上の結
果より、nHAP/SB は、細胞親和性に富み、歯
質接着効果も高く、さらに硬組織誘導作用を
有することが示唆された。 
そこで、径 1ミリ、高さ 2ミリの円柱のハ

イドロキシアパタイトを作製し、この円柱体
の周囲に、当研究室で作製した 2種類の未分
化なヒト歯根膜細胞株のシートを巻き付け
て、一晩培養後、ラット脛骨骨窩洞内に埋入
し、4 週間後に固定して組織学的に観察を行
った。その結果、細胞シートを巻いた群では、
いずれもアパタイト周囲に硬組織が形成さ
れ、さらにその新生硬組織周囲には、ヒトビ
メンチン抗体陽性の線維性組織が脛骨との
間に形成された。しかしながら、アパタイト
単身では、硬組織も含めて同様の所見は観察
されなかった。したがって、アパタイトを足
場として、未分化な歯根膜細胞によって硬組
織ならびに線維性組織が形成されたと考え

られた (Maeda et al. 2014)。さらに同様の
サイズの円柱体の 4-META/MMA-TBB レジンを
作製し、単身で、脛骨骨窩洞内に埋入した結
果、4 週間後に円柱体周囲に部分的ではある
が硬組織が形成された。このことから、
4-META/MMA-TBB レジンは生体親和性を有し、
硬組織形成に対しても一部誘導能を示すこ
とが示唆された。 
これまでの結果から、ナノハイドロキシア

パタイト含有の 4-META/MMA-TBB レジンが、
バイアクティブレジンとして候補となりう
ると考えられたため、この nHAP/SB からなる
径 1.5ミリ、高さ 1.5ミリの円柱を作製した。
この円柱の周囲に未分化なヒト歯根膜細胞
シートを巻き付けたものを免疫不全ラット
の抜歯窩の骨中に埋入した。免疫不全ラット
は、上顎第 1臼歯を抜歯後、骨の治癒に 4週
間を要することを確認しており、治癒後の骨
に窩洞を形成し、上記の歯根膜シートを巻き
付けた nHAP/SB を埋入した。4 週間後に固定
し、組織学的観察を行った。その結果、円柱
表面の一部に硬組織が形成され、さらにその
周囲にマッソントリクロームに強陽性の密
な線維性組織からなる構造物が形成された。
しかしながら、形成された硬組織の厚みは薄
く、またシャーピー線維の形成を確認するに
は至らなかった。 
以上の結果より、本研究で開発したカルシ

ウム成分含有の 4-META/MMA-TBB レジンは、
歯質への十分な接着力を有し、硬組織および
線維性組織形成誘導能のあるバイオアクテ
ィブなレジンとなりうることが示唆された。
この表層への硬組織形成量の増加が望まれ
るものの、本研究は、臨床へ応用するための
道筋となる結果になったと考えられる。 
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