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研究成果の概要（和文）：歯根破折歯接着治療法の予知性向上を目的として，封鎖材料のレジン表面を改変し培養細胞
シートを貼ることでレジン上に歯周組織再生を目指した.レジン表面をカーボンナノチューブ（CNT）とナノβ-TCPでコ
ーティングした.細胞付着試験では，CNTコートした試料に付着した細胞はコントロールと比較すると多く，細胞伸展が
良好であった.また細胞増殖性試験でも高い細胞増殖性がみられた。皮下埋植試験では著明な炎症反応は認められず，C
NTコートした試料に培養細胞シートを貼った試料周囲に骨様組織形成が認められた.以上よりレジン表面を改変するこ
とにによりレジン上に歯周組織再生の可能性が見出された. 

研究成果の概要（英文）：Composite resin (CR) is used the bonding treatment of vertically fractured roots 
and as a retrograde material following apiccectomy. We aimed to the periodontal regeneration on CR. 
Effective biological modification of the CR surface is thus needed to improve its biocompatibility. 
Carbon nanotubes (CNT) and β-TCP have useful properties such as promoting cell adhesion and 
proliferation. CR discs were coated by immersion in a dispersion of CNT and β-TCP. In the cell culture 
assay, the CNT-CR samples exhibited abundant cells and marked adhesion of filopodia to CNT. Cell 
proliferation assay indicated that the CNT-CR was significantly higher than the CR . This results showed 
that coating the surface of CR with CNT improved their biocompatibility. In vivo studies, we observed the 
bone-like hard tissue formation on a CNT-CR wrapped in cultured bone marrow stromal cell sheets. Thus, 
this experiment might suggest a possibility of the periodontal regeneration on CR.
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１． 研究開始当初の背景 

（１） 垂直歯根破折の新しい治療法 

①歯根の垂直破折は、これまでは多くの場

合で抜歯となっており、世界的にもその治療

法に関する研究はほとんど行われていなかっ

た。また、歯根破折面、穿孔部、逆根管充填、

歯根吸収面に対して歯科材料による封鎖は行

われているが、生体に接する面に歯周組織再

生が観察された報告はほとんどなかった。 

② 1995 年より接着性レジンセメント

（4-META/MMA-TBB レジン、スーパーボンド

C&B®）を用いて破折歯根の接着治療（破折部

をレジンで封鎖することにより破折部から

の漏洩による感染を防止する）を行ってきた。

この治療法により 5 年後の生存率が 70-80％

と良好な成果を上げていることを報告した。

これら治療の成功率向上のためには、生体に

接するレジン上に歯周組織が再生すること

が重要である。 

これまでに、垂直破折歯根接着治療におい

て多くの場合に破折部を接着したレジンに

沿って深い歯周ポケットが残存すること、ま

た動物実験でもレジン上にセメント質の形

成は認められないことを報告した。 

（２）レジン表面への歯周組織再生の試み 

①これらの結果に基づいて、レジンに象牙

質添加し、再生療法として臨床応用されてい

るエムドゲインを併用して、セメント質再生

の可能性について検討してきた。In vitro で

は理工学的性質と生体親和性を検討した。In 

vivoでは象牙質添加レジンにエムドゲイン

を塗布した数例のレ

ジン上に周囲セメン

ト質から連続する新

生セメント質形成が

認められたが、その

量はわずかであった

（平成 19〜21年度「基盤研究 C」（田中））。 

②そこでレジンに象牙質及び、β-TCPを添

加し、rhBMP-2と骨髄細胞培養シートを用い

て、再生促進の可能性を検討した。象牙質及

び β-TCP添加レジンに rhBMP-2を塗布し培

養細胞シートを貼り、ヌードマウス皮下に移

植したところ、β-TCP添加レジン上のみに硬

組織形成が認められたが（上図）、形成量は

わずかであり硬組織の形成量が少ないこと

が問題点として残った（平成 22〜24年度「基

盤研究 C」（田中））。 

２． 研究の目的 

下図に示すようにレジン表面にカーボン

ナノチューブ（CNT）とナノβ-TCP をコーテ

ィングし、その上に培養細胞シートを貼るこ

とにより問題点を克服することができると

考えた。即ち、骨誘導能を持つβ-TCP顆粒を

ナノサイズ粒子にすることにより生体内で

のこれらの吸収を容易にし、細胞増殖の足場

を形成させ、細胞侵入や組織構築を促進させ

るというものである。さらにナノβ-TCP顆粒

をレジン表面へ吸着させるために細胞接

着・伸展性を有する CNTでコーティング処理

を行い、レジン上への細胞接着の向上を目的

として行い、レジン上に歯周組織が再生する

可能性があるかを明らかにする。 

 
 

 
CNT・ナノ -TCP + 培養細胞シート 
 
３．研究の方法 

（１）CNTとナノβ-TCPをコーティングした

レジンの生体適合性の評価 

①レジンブロックの作製と CNT とナノβ

-TCPコーティング処理 

レジン（ビューティフィルフロープラス、

スーパーボンド C&B）をブロック状に成型す

る（5×7×3 ㎜）。耐水研磨紙＃600で表面を

研磨後、超音波洗浄し、各種濃度に調整した

MWCNT 分散液を用いてコーティング処理を行

う。濃度は 1，0.5，0.1，0.01，0.001wt%、

時間は 0，10，60 秒を設定する。コーティン

グ後、アルコールにて溶媒を洗浄し乾燥さ

せ以下評価に用いる。  

②CNTとナノβ-TCPコーティング処理状

態の SEM 観察 

通法に従って観察用試料を作製し、SEM

にて付着状態を観察する。 

③培養細胞を用いた細胞付着性試験 

細胞には MC3T3-E1 細胞を用いる。24 well 

plate にレジンブロックを静置し、1 万個に

調整した E1 細胞を播種、37℃、5％CO2 条件

下で培養を行う。培養 1 日後、3 日後、7 日

後に各試料を固定し、SEM にて CNT コーティ

ングしたレジン上の細胞の付着状態、形態、

伸展の様子を観察し、コーティングしていな

いレジン上の細胞と比較検討する。7、14 日

後に、ALP活性の測定を pNPP 法で行い、アリ

ザリンレッド染色を行う。PCR 法で骨形成マ

- TCP 添加レジン 

硬組織 

- TCP 添加レジン 



ーカーの発現を確認する。 

④生体適合性試験 

国立大学法人北海道大学動物実験委員会

の承認を得て実験を行う。ラットに全身麻酔、

局所麻酔をし、背部皮下に各 CNTコーティン

グしたレジン試料を移植する。1，2，3 週後

に HE 染色、組織標本を作製し、炎症による

炎症性細胞浸潤を比較検討する。 

（２）培養歯根膜細胞シートを貼ったレジン

の生体内での組織反応の検討 

①培養歯根膜細胞シートの作製 

F344/Jcl ラット(週令：4週令 性別：♂ ）

の歯根膜を採取し、付着性細胞を 10%FBS と

1％抗生物質添加の MEM で培養を行い、細胞

シートベースを作製する。その後、細胞

1×105cellを 1,3,5日目にベースに追加播種

することで多層シートの作製を行う。追加播

種 を 開 始 後 は 、 培 地 を ascorbic 

acid(50μg/ml)、10mM β–lycerophosphate、

100nM dexamethason を添加した osteogenic 

medium にする。培養 7日後にスクレーパーに

て細胞シートをディッシュより剥離し以下

に用いる。 

②レジンのヌードマウスへの移植 

国立大学法人北海道大学動物実験委員会

の承認を得て実験を行う。ヌードマウス

（BALB/cAJcl-nu/nuJcl 8週令・性別♂）に

全身麻酔と局所麻酔をし、背部皮下にCNTと

ナノβ-TCPコーティングした試料に培養歯

根膜細胞シートを貼り移植する。コーティン

グ処理及びシートの有無で比較検討する。 

③組織標本の作製 

 1，2，3週後にHE染色して組織標本を作製

し、硬組織形成の有無、炎症による炎症性細

胞浸潤の範囲を面積にて算出し、比較検討す

る。屠殺時に摘出した試料表面をSEM観察し、

CNTと細胞や細胞外基質との関係、また生体

内においてCNTが脱落していないか観察する。

さらに一部の標本をALP、BSP、OCN免疫染色、

硬組織周囲の細胞分化の程度を免疫組織学的

に観察する。 

４．研究成果 
(1)生体適合性の評価  in vitro 

①試料作製とコーティング処理 

肉眼観察（図１）：CNT処理すると表面は薄褐

色に着色した. 

SEM 観察（図２）：コーティング時間 20秒の
試料はレジン上に CNTが散在しているのが認
められ，CNT は付着しているがネット形成は

不十分であった. 60および 180秒の試料では
レジンマトリックス，およびフィラー上の両
方に，CNT による薄いネット構造が確認され
た. 

 
②細胞付着性試験 
CNTコーティングレジンに付着した細胞は 
コントロールと比較して付着細胞数は多く，
細胞伸展が良好であった. 細胞は突起を伸
ばして CNTネットに付着しているのが観察さ
れた．72時間後において CNT コーティングレ
ジンへの付着細胞数は大幅に増加していた．
24 時間後と比較して有意な差が認められた 
（下図）. 

 
 



③細胞付着試験 

 
④細胞増殖試験 

CCK-8試験の結果 10日目の CNTは controlと
比較して有意な差は認められず、増殖性が高
いことが示された（下図）. 

（２）生体適合性の評価 in vivo 
 下図左：コントルール、右：CNT 

 
下図左：β-TCP、右 CNT+β-TCP 

４群に著明な炎症反応は認められなかった。 
 
（３）培養細胞シートを貼ったレジンの生体
内での反応 

 
CNT 群では、試料周囲に骨様組織形成が認め
られた。β-TCP群では、著明な組織形成は認
められなかった。 
以上より、カーボンナノチューブでレジン表
面を改変することにより、細胞付着・増殖が
向上し、さらに細胞培養シートを応用すれば、
レジン上に歯周組織形成が起こる可能性が
示された。 
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