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研究成果の概要（和文）：アパタイトナノ粒子集合体を作製することに成功した。そこで、ナノ粒子集合体と塩
基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）を複合化させ、ラット直接覆髄モデルを用いてその修復象牙質の形成促進効果
について病理組織学的に評価を行った。
病理組織学的評価の結果、覆髄1週後で実験群ならびに対照群のいずれもわずかな炎症を認めた。実験群では、
覆髄2週後で象牙芽細胞様細胞の層で覆われた修復用象牙質が認められた。bFGFを複合化させた実験群では、覆
髄1週後覆髄部分が石灰化する像が確認できた。以上、開発したナノ粒子集合体/bFGF複合体は、象牙質の修復に
積極的に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HAp nanoparticle-assembled powder was applied to exposed dental pulp of rat 
molars, and the tissue reaction was then examined histologically to assess its biocompatibility and 
ability to promote hard tissue formation. The pulps of maxillary first molars of male Wistar rats 
were exposed and then capped directly by using either basic fibroblast growth factors (bFGF)/HAp 
nanoparticle-assembled powders (experimental group) or only HAp nanoparticle-assembled powders . 
Histologic examinations showed that there were few inflammatory cells in the pulp near the exposed 
sites in both groups at 1 week. At 2 weeks, reparative dentin covered with a layer of 
odontoblast-like cells was observed in the experimental group. bFGF/HAp nanoparticle-assembled 
powder promoted healing of the dental pulp.

研究分野： 歯内治療学

キーワード： 成長因子担持-徐放性足場材料
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１．研究開始当初の背景 
 根未完成歯が歯髄炎もしくは歯髄壊死を
起こした場合，従来の治療ではアペキソゲネ
ーシスもしくはアペキシフィケーションを
選択する。根部歯髄を保存することができる
のであれば歯根の完成を期待しアペキソゲ
ネーシスを行うが，根部歯髄に感染が及んで
いるのであればアペキシフィケーションを
行う。アペキシフィケーションの術式は，広
くあいた根尖孔を硬組織にて閉鎖するため，
長期にわたり水酸化カルシウムを根管内に
貼薬し，その後根管充填材にて緊密に封鎖す
る。しかし，近年その考えが変わりつつある。
根部歯髄が失活していたとしても，若年者で
あれば歯髄の再生を期待するというパル
プ・リバスクラリゼーションを行う。わずか
に残った歯髄組織や Hertwig 上皮鞘の活性を
高めて治療を促すという方法である。 
 Mullane らはスライスした臼歯部歯冠に血
管内皮細胞増殖因子（VEGF）を作用させて
ヌードマウスの背中に移植したところ歯髄
微小血管密度が非作用群に比較して上昇し
たことを明らかにした。この結果は VEGF が
切断した歯髄の血管新生を高めたと言える（J 
Dent Res 87; 1144-1148 ,2008）。しかし、これ
ら成長因子のドラッグデリバリーによって in 
vivo根尖性歯周炎モデルを用いて臨床応用を
目指すような研究は行なわれていない。 
 根管内に残存する菌体内毒素（LPS）は,根
尖性歯周炎に伴う根尖周囲骨の骨吸収過程
において重要な役割を演じている。水酸化カ
ルシウムの細菌に対する作用として、持続的
な消毒作用と並んで、LPS のもつ生物活性を
変化させることが報告されている（Safavi et 
al., J Endod 19.76-78,1993.）。研究代表者は水
酸化カルシウムの LPS 生物活性への影響を
検討する一環として、LPS 刺激時のヒト歯根
膜由来線維芽細胞における 5 種類の炎症性サ
イトカインの mRNA 発現に対する水酸化カ
ルシウムの影響を RT-PCR 法により検討した。
水酸化カルシウムは、LPS による IL-6、IL-8
および TNF-α の遺伝子発現を抑制すること
が認められた。この結果は,水酸化カルシウム
が LPS によって惹起される炎症性反応およ
びそれに伴う骨吸収を抑制することを示唆
している (Shida et al., J Osaka Dent Univ 
44(2),145-150,2010)。 
一方で、アルカリ耐性を示す微生物の存在，
側枝，根尖分岐や象牙細管内などの薬効が及
びにくい構造の存在，象牙質の緩衝能による
殺菌作用の減弱など，水酸化カルシウムによ
る無菌化獲得に負の影響を及ぼすさまざま
な因子が根管内に存在していることもわか
っている。そこで、水酸化カルシウム製剤に
ドラッグデリバリーシステムを応用して成
長因子を組織修復の必要時に徐放する全く
新しい治療法を考案した。 
 抗菌剤や成長因子を局所に長期間留まら
せるための薬物徐放担体としては、注射器で
注入可能な微粒子形態であり、治療後の摘出

が不要な生体吸収性材料であることが望ま
しい。研究分担者は、このような微粒子材料
として、生体吸収性縫合糸や骨プレートなど
と し て 臨 床 実 績 の あ る ポ リ L 乳 酸
（poly(L-lactic acid); PLLA）を選択しすでに、
下肢虚血モデルマウスを用いた動物実験に
おいては、微粒子材料を併せて移植すること
で血管新生療法の治療効果の向上を確認し
ている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、水酸化カルシウム製剤に
DDS を応用して血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）を必要時に徐放し、血管新生を促
すことで根未完成歯の歯髄疾患や歯周疾患
に対する全く新しい治療法を創製すること
である。 
しかし、我々は、水酸化カルシウム製剤よ

り、有効なアパタイトナノ粒子集合体を作製
することに成功した。いくつかの細胞を用い
て初期細胞接着性を評価したところ、骨芽細
胞様細胞のアパタイトナノ粒子集合体に対
する細胞接着性は、従来のアパタイト緻密体
に比較して有意に高いことを証明した。そこ
で、ナノ粒子集合体と塩基性線維芽細胞増殖
因子（bFGF）を複合化させ、ラット直接覆髄
モデルを用いてその修復象牙質の形成促進
効果について病理組織学的および X 線学的
に評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノ粒子集合体の組成および構造制御： 
 カルシウム塩を溶解した水溶液とリン酸
塩水溶液を用いた湿式法によって、アパタイ
トナノ粒子を作製した。この際、反応温度を
変化させることで、アパタイトナノ粒子の組
成および形態の制御を試みた。作製したナノ
粒子の形態および粒子径は走査型電子顕微
鏡（SEM）によって観察・測定し、X 線回折
法（XRD）によってその結晶構造を同定した。
また、フーリエ変換赤外分光光度計（FT-IR）
および X 線光電子分光法（XPS）を用いてア
パタイトナノ粒子の化学組成を求めた。 
 次に、作製したナノ粒子分散液を乾燥させ
ることで、多孔質体を作製した。得られたナ
ノ粒子集合体の表面および断面の形態は走
査型電子顕微鏡によって観察した。また、水
銀圧入法によってナノ多孔質構造（孔径およ
び気孔率）の解析を行った。 
  
(2)ナノ粒子集合体/bFGF 複合体の作製 
ナノ粒子集合体/bFGF 複合体は、ナノ粒子

集合体にフィブラストスプレー（1 mg/mL）
溶液に 24 時間浸漬し、作製した。得られた
ナノ粒子集合体/bFGF 複合体は、XPS を用い
て C の存在から bFGF の存在を確認した。 

 
(3) 直接覆髄モデルラットを用いた修復象牙
質の形成促進効果評価 
ラットの下顎臼歯部に露髄部を形成し、既



報告の方法に従い直接覆髄モデルラットを
作製する。具体的には、全身麻酔を施した
Wistar 系ラットの窩洞形成を行い、上顎第一
臼歯にナノ粒子集合体/bFGF 複合体を移植す
る。また，反対側の第一白歯は，ナノ粒子集
合体のみを移植し対照群とする．咬合による
影響を避けるため対合歯を抜去する. 7, 14 日
後にラットを屠殺し，上顎骨ごと被験歯を取
り出し通法に従って固定・脱灰後，パラフイ
ン連続切片を調製したへマトキシリン・エオ
ジン二重（HE）染色を施し、光学顕微鏡によ
り歯髄の炎症性変化ならびに修復性変化を
病理組織学的に検討する。また、形成された
修復象牙質の質についてはマイクロ CT によ
る X 線学的評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1) アパタイトの組成および構造制御： 
 カルシウム塩を溶解した水溶液とリン酸
塩水溶液を用いた湿式法を行った結果、温度
を低下させることで、粒子径を減少させるこ
とができ、薬物担体として有用であると考え
られる比表面積を向上させることができた。
また、マグネシウム塩を加えた湿式法を行う
ことで結晶性の低下が確認された。アパタイ
トの結晶性はその溶解性と関連しているこ
とが報告されており、結晶性の制御によって
成長因子の放出挙動を制御できる可能性が
示唆された。ただし、マグネシウム塩の添加
量が多い場合、アパタイトではなく非晶質な
リン酸カルシウムとなることが確認された。
また、今回作製したアパタイトナノ粒子の表
面組成は Ca/P 原子比 = 1.45 であり、カルシ
ウム欠損であることが確認された。カルシウ
ム欠損度により表面のリン酸はプロトン化
されており、成長因子の担持・徐放性に影響
を与えるものと考えられる。カルシウム欠損
度は、アパタイトを製作後にカルシウムイオ
ンを含む塩基性水溶液で処理することで制
御可能であることも確認した。 
 作製したアパタイトナノ粒子を用いて多
孔質体を作製したところ、平均細孔径は 8nm
であり、気孔率は 57 vol%であった。この際、
作製する温度や濃度によって細孔径や気孔
率に大きな変化はなく、アパタイトの組成
（表面電荷による液中分散安定性）によって
変化することが確認された。すなわち、表面
電荷を増加させて分散安定性を向上させた
場合、乾燥にともなうナノ粒子の蓄積が密に
なることで細孔径および気孔率が低下する
ことが明らかとなった。また、作製した多孔
質体を生体吸収性高分子が溶解された有機
溶媒に浸漬・乾燥させることで、内部の気孔
構造を保ったまま表面に生体吸収性高分子
をコーティングすることが可能であった。こ
の際のコーティング層の厚さは、生体吸収性
高分子の濃度によって変化することが確認
された。 
 
 

図１．薬物徐放担体として用いたアパタイト
の外観、走査型電子顕微鏡（SEM）写真、X
線回折（XRD）パターン、フーリエ変換赤外
吸光（FT-IR）スペクトル、および細孔径分布 
 
（2）直接覆髄モデルラットを用いた修復象
牙質の形成促進効果評価 
 HE 染色の結果、覆髄 1 週後で実験群なら
びに対照群のいずれもわずかな炎症を認め
た。実験群では、覆髄 2 週後で象牙芽細胞様
細胞の層で覆われた修復用象牙質が認めら
れた。bFGF を複合化させた実験群では、覆
髄 1 週後覆髄部分が石灰化する像が確認でき
た。 

 
図 2. HE 染色による bFGF 複合材料のラット
歯髄組織の変化 
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 以上、開発したナノ粒子集合体/bFGF 複合
体は、象牙質の修復に積極的に関与すること
が明らかとなった。 
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