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研究成果の概要（和文）：歯周組織再生を将来目標として、ナノインプリント法を用いコラーゲンやアパタイト
でのマイクロ・ナノパターン化を検討した。ゼラチンのパターン化では、熱や架橋剤の利用によりマイクロ・ナ
ノレベルのパターン化が達成できた。アパタイトセメントや歯科用コンポジットレジンでも同様に材料種やモー
ルドの選択によりパターン化が可能であった。パターン上での細胞挙動変化を検討した結果、細胞付着・増殖・
配向性に大きく影響した。今後、歯根膜再生シートへの利用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Preparation of micro/nano-patterned sheets was investigated by 
nanoimprinting with collagen or apatite materials for periodontal tissue regeneration. Micro/nano 
patterned gelation can be obtained by thermal crosslinking or crosslinking with genipin. The apatite
 or composite resin patterns were obtained by using appropriate materials and molds. As a result of 
cell assay, the patterns largely influenced cell adhesion, proliferation, and alignment.

研究分野：歯科理工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 高齢者の多くは歯周病を患い、歯肉が炎
症し歯周組織が侵されるため、最終的には歯
を失う。しかしながら、シャーピー繊維（垂
直コラーゲン線維）などを持った高度に制御
された本来の 3D 構造を持つ歯周組織再生に
までは至っていないのが現状である。 
 
(2) マイクロ・ナノ構造の作製技術が普及し、
再生医療をはじめとするバイオ分野は、今後、
集中的な競争分野となることが予想される。
工業的材料によるパターンとの細胞応答性
は一部報告があるが、現在のところ、コラー
ゲンやアパタイトによるパターン化シート
は報告されていない。 
 
２．研究の目的 
将来目標は、歯肉のずれ落ちを治療するため
の歯周組織再生を簡単に行える人工歯根膜
シートを開発することである。歯の周囲には、
歯肉のずれ落ちを防いでいるセメント質や
歯根膜が存在するが、いずれも高度に制御さ
れた 3D 構造により機能発現を行っている。
しかしながら、現在までに 3D 構造まで考慮
に入れた再生医療材料の開発は行われてい
ない。そこで本研究では、ナノインプリント
法を用いコラーゲンやアパタイトでマイク
ロ・ナノ構造を持つ歯周組織再生用シートを
作製し、各パターンとの細胞応答性を検討す
る。将来的には、本来の姿である歯周組織の
3D 構造をも再生することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 熱架橋ゼラチンの作製：マイクロからナ
ノレベルのグルーブ・ピラー・ホール形状を
持つ G-PET モールドを作製した。モールド上
に 10%ゼラチン溶液（from porcine skin; 
Sigma-Aldrich）を適量添加し、24 時間乾燥
させた。モールドから剥がして得られたゼラ
チンシートを、200℃で２時間熱架橋するこ
とにより、熱架橋型ゼラチンシートを得た。 
 
(2) ゲニピン架橋ゼラチンの作製：20%ゼラ
チン溶液を作製し、最終濃度 1 mM～20m M と
なるようゲニピンを添加した。十分撹拌後、
混合物の適量を培養用ディッシュに滴下し
た。次に、シリコーンモールドを被せ、37℃
で３日間反応させた。その後、乾燥し、ゲニ
ピン架橋型ゼラチンを得た。また補助剤とし
てプロテオグリカンの添加効果も検討した。 
 
(3) パターン化ゼラチン上での細胞挙動評
価：骨芽細胞様細胞 Saos-2 を用い細胞培養
挙動を評価した。DMEM 培地に 10%FBS を添加
し、37℃、5%CO2存在下で培養した。細胞毒性
評価には、Cellstrain（Dojindo）を使用し
た。蛍光免疫染色には、 anti-vinculin 
Alexa-fluor488 と Acti-stain555 
fluorescent phalloidin を用いた。細胞接着
（1h）および細胞増殖（7d）評価のためには、

培養後、グルタール固定・ギムザ染色を行い、
光学顕微鏡下で細胞数をカウントした。 
 
(4) パターン化アパタイトの作製：α-TCP
（太平化学工業）と 0.6M リン酸を所定比で
混合し、パターン化シリコーンモールドでプ
レスした。その後、26℃で 3 日間硬化させ、
パターン化アパタイトを得た。次に、アパタ
イト系歯科材料として Tooth desensitizer 
(Teethmate® Desensitizer)および Apatite 
cavity lining cement (New Apatite Liner 
Type II)を選び、メーカー指定の手順に従い、
成分を混合した。その後、混合物をシリコー
ンモールドでプレスし、26℃で 3日間硬化さ
せ、パターン化アパタイトを得た。 
 
(5) パターン化コンポジットレジンの作
製：フロアブルコンポジットレジンを COP フ
ィルムモールド上に滴下し、ガラス表面に対
し圧接した。その後、可視光照射器で 20 秒
間硬化させることにより、容易にパターン化
コンポジットレジンを得ることができた。次
に、歯肉線維芽細胞（HGF）を用い、上記と
同様な方法にて培養を行い、細胞接着・配向
性を評価した。 
 
(6) パターン化プラスチックと歯根膜線維
芽細胞の反応および破骨細胞への分化: レ
ーザー描画では、レジストに対するレーザー
強度、速度、パターン形状の種類等の検討を
行った。さらに作製したパターンを、ポリス
チレンに転写し、その上でヒト歯根膜線維芽
細胞の集合状態の制御を検討した。また破骨
細胞への誘導では、RAW264.7 マクロファージ
を用い、パターン上にて RANKL存在下、α-MEM
培地中にて分化誘導を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 熱架橋ゼラチンシートの作製：パターン
化コラーゲンシートの作製は、室温ナノイン
プリントにより成形し、熱架橋を施すことに
より、マイクロ・ナノパターンを容易に作製
できることが分かった。豚皮膚由来のゼラチ
ンを原料として、パターンモールドを用いて
室温ナノインプリントすると、直径および高
さが 500 nm～2 µm レベルまでのパターン形
状を再現できた。架橋処理条件を詳細に検討
した結果、200℃・2h の熱架橋したゼラチン
が培養期間中にて形状を保持できた。熱架橋
の利点として架橋剤の毒性の懸念が二個と
が挙げられ、強度およびパターン再現性を合
わせ持つ作製法の発見により、以降の細胞培
養の検討が可能となった。 
 
(2) ゲニピン架橋ゼラチンの作製：天然物由
来の架橋剤ゲニピンを用い、架橋剤濃度を高
く反応時間を延長することにより、ゼラチン
強度の向上が達成できた（図１）。ゲニピン
濃度 20 mM・37℃・3 日間の架橋にて、培養
14 日の培養でも形状が保持できた。グルー



ブ・ホール・ピラーの 100 nm～50 µmサイズ
まで作製したところ、いずれも十分なパター
ン形状を再現でき、強度は改良の余地がある
が細胞接着・増殖試験に使用可能であった。
一方でプロテオグリカンの添加は膨潤の防
止に有効であったが、詳細な検討が今後必要
である。さらに、架橋剤の濃度（1 mM～20 mM）
によりパターン化コラーゲンの生分解性の
コントロールが可能であることがも分かっ
た。以上の安定なパターン化ゼラチンの作製
の達成は、歯および歯周組織と類似組成の
「歯の表面に貼るためにシート」に近づいた
と思われる。 

 
図１ （a）ゲニピン架橋型ゼラチンディッシ
ュ、（b）パターン化ゼラチン（直径 500 nm
ピラー）上で培養した Saos-2 細胞の SEM 像
（培養７日） 
 
(3) パターン化ゼラチン上での細胞挙動評
価：ゲニピン添加型ゼラチンの細胞毒性を
Live/dead viability assay にて骨芽細胞様
細胞 Saos-2 を用いて検討したところ、通常
の細胞培養ディッシュと同等の高い細胞親
和性を示した。このことよりゼラチンパター
ンに対するゲニピン架橋は、低毒性な架橋法
であることが分かった。さらにゼラチンパタ
ーンへの細胞接着部位の観察を免疫染色に
より行ったところ、パターン形状に依存しパ
ターン上面やその縁に接着斑を介して接着
していることが示された。このことはパター
ン種により接着度合が大きく影響を受けて
いることを示している。Saos-2 細胞を用いた
細胞接着試験（1h）の結果、パターン化によ
り平面よりも細胞付着数が上昇することが
分かった。しかしながら形状やサイズによる
違いは観察されなかった。細胞増殖試験（7d）
の結果では、多くの場合でパターン化により
細胞数が増加し、形状やサイズにより大きな
違いが観察された。大まかにはピラーやグル
ーブで接着数が高く、各グループ内では 1 µm
直径が高い傾向を示した。特に高さ 2 µm の
ピラーで高い接着数が観察された。一方、100 
nm 直径のピラー上では接着数は減少した。以
上より、ゼラチンをパターン化することによ
り、細胞接着や細胞増殖がコントロールでき
ることが示された。 
 

(4) アパタイトシートの作製：α-TCP と酸の
混合比および硬化時間、モールドの材質を詳

細に検討した結果、適度な粉液比で 3日間シ
リコーンモールドを用いて硬化させると、パ
ターン化アパタイトが得られた。パターンの
溶解性検討の結果、初期に酸を放出するもの
の十分な洗浄により細胞培養に使用可能で
あることが分かった。次に各種歯科材料のア
パタイトセメントを用いてパターン化を検
討した結果、シリコーンモールドと Tooth 
desensitizer や Apatite cavity lining 
cement の組み合わせで 500 nm 直径のピラー
まで作製できることが判明した。 
 
図２ アパタイト系歯科材料によるパター
ン化アパタイトの SEM 像 （a）Tooth 
desensitizer (Teethmate® Desensitizer)、
（b）Apatite cavity lining cement (New 
Apatite Liner Type II) 
 
(5) パターン化コンポジットレジン作製：歯
の表面への応用を考え、コンポジットレジン
によるパターン化を検討した。その結果、フ
ロアブルコンポジットレジンにて、容易に
500nm レベルのパターン化が達成できた。特
にフロアブルコンポジットレジンでは曲面
を持つ歯の表面のパターニングに向いてお
り、１分以内でパターン化できる簡便な操作
性であった。パターン上での細胞接着の結果
では、パターンのサイズや形状により細胞接
着数が変化し、パターン化による付着数の向
上が観察された。特にホール形状の直径 500 
nm パターンで高い値を示した。一方、初期細
胞剥離試験では、より大きな 2 µm サイズの
パターンで剥離抵抗性を示した。これらは生
体内でのパターン設計の際に有用となる。ま
たグルーブ上にて線維芽細胞を培養したと
ころ、細胞の配向と細胞が産出する細胞外マ
トリックスの配向が観察された。これはパタ
ーン設計により細胞配向や細胞外マトリッ
クスの配向をコントロールできることを示
している。 



 
図３ パターン化コンポジットレジン上で
培養した歯肉線維芽細胞の SEM 像 （a）未
処理、（b）ムチン処理、（c）フィブロネクチ
ン処理 
 
表面吸着による影響を検討した結果、未処理
では細胞配向が観察されないのに対し、フィ
ブロネクチン処理では高い配向性が認めら
れた。一方、ムチン処理した表面では細胞自
体が伸展しにくかった。さらに、パターンに
よる分化誘導への影響に関しては、アルカリ
フォスファターゼ活性を染色法にて検討し
ているが、パターン間で大きな違いは見られ
なかった。今後、材料による影響等、詳細に
検討する必要がある。 
 
(6) パターン化プラスチック（レーザー描画
での歯根膜線維芽細胞と破骨細胞分化）: 
レーザー描画によるパターン化条件の検討
では、描画線の幅やピッチを変化させ、細胞
の速度応答を観察した結果、細胞の十分な速
度応答を得るためには、3μm程度の線幅でよ
り狭いピッチの方が有利であるこが判明し
た。さらに現在機構は不明であるが、パター
ンの形状を変化させることにより、特定形状
パターンにて培養細胞の局所的な濃度をコ
ントロールできることが分かった。今後、細
胞濃度が上昇する機構を詳細検討する予定
である。次に、分化する細胞として RAW264.7
細胞を用い、マイクロ・ナノパターン上での
RANKL 刺激による破骨細胞への分化誘導を検
討した。その結果、分化誘導の度合いは、パ
ターンの材質、種類、サイズに大きく依存す
ることが分かった。プラスチック材料として
G-PET を用い、平面と 500 nm ホール形状にて
分化誘導を行うと、500 nm ホール上で破骨細
胞への誘導が促進する傾向があった（但し有
意差なし）。このことはマイクロ・ナノパタ
ーンの設計により破骨細胞の機能をコント
ロールできる可能性を示唆しており、また人
工歯根膜に対する重要なファクターの発見
の可能性を示している。 

図４ 500 nm ホール上の RAW264.7 から誘導
した破骨細胞の走査型電子顕微鏡像 
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