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研究成果の概要（和文）：難水溶性のシンバスタチン（ST)を徐放するために、まず、乳酸オリゴマーグラフトゼラチ
ンを使用しシンバスタチンミセル（ST Mi)を作製した。また、ST Miをゼラチンハイドロゲル（GH)に内包し、シンバス
タチンミセル含有ゼラチンハイドロゲル（ST Mi/GH)を作製した。この時、架橋度をコントロールすることで分解性と
徐放性の異なる多様なST Mi/GHを作製した。最も象牙芽細胞分化に効果的なST MI/GHを検討するためin vitroの歯髄細
胞との共培養実験を行ったところ、2週間分解性で最も高い分化能を示した。現在2週間分解性のST Mi/GHを用いてラッ
ト直接覆髄モデルで評価を行っている。

研究成果の概要（英文）：Simvastatin (ST) was incorporated into the micelles of gelatin grafted with 
L-lactic acid oligomers (LAo) to allow water-solubilization. The simvastatin-LAo-grafted gelatin 
(LAo-g-gelatin) micelles were mixed with gelatin, followed by chemical crosslinking to form gelatin 
hydrogels (ST Mi/GH). The ST Mi were released from the gelatin hydrogel granules (GH) through enzymatic 
degradation. From the in vitro experiments, the most effective ST Mi/GH for odontoblastic differentiation 
was that of 2 weeks degradation. In addition, the ST in the micelle form exhibited biological activities 
to induce ALP activity, calcium deposition and BMP-2 production in vitro. Now the in vivo experiments are 
evaluated. The quality and quantity of dentin tissue formed should be evaluatedusing dental pulp capping 
models and comparing with those of other pulp-capping materials.

研究分野： drug delivery system
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１．研究開始当初の背景 
今回は開発したシンバスタチンミセル含有
ゼラチンハイドロゲルを使用し、ラットの臼
歯部直接覆髄モデルにおける修復象牙質形
成促進の評価ならびに形成された修復象牙
質の性質について、既存の直接覆髄材との比
較・検討を行う。ゼラチンハイドロゲルを使
用した薬剤の局所徐放は、生体内のコラゲナ
ーゼによるゼラチンハイドロゲルの分解と
共に、ゼラチンハイドロゲルに内包された薬
剤が放出するというメカニズムによって行
われる。薬剤の局所徐放を行うことにより、
より低濃度で長期間、効率的に薬剤を作用さ
せることが可能となり、それに伴い副作用も
軽減されるという利点がある。さらに、生体
安定性、生体吸収性を持つゼラチンハイドロ
ゲルの架橋度をコントロールすることによ
りゼラチンハイドロゲルの分解速度をコン
トロールすることができる。そのため多様な
徐放プロファイルを再現することが可能と
なる。そこで、今回のラット直接覆髄モデル
で使用するゼラチンハイドロゲルの徐放プ
ロファイルを変化させることで修復象牙質
の形成促進、ならびに形成された修復象牙質
の性質にどのような違いがあるのかも比較
する。また、シンバスタチンの徐放プロファ
イルを変化させることによって歯髄細胞か
ら象牙芽細胞への分化度がどのように変化
するのかを歯髄細胞とシンバスタチンミセ
ル含有ゼラチンハイドロゲルの共培養によ
って in vitroで評価する。さらに、シンバス
タチンには骨形成能の他に血管新生作用、抗
炎症作用、神経細胞の新生作用などの報告も
されている。そのため、修復象牙質の形成促
進のみでなく、様々な目的でこのシンバスタ
チンミセル含有ゼラチンハイドロゲルを使
用することが可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
現在、臨床現場において偶発的露髄が生じた
際、水酸化カルシウム製剤である Dycal®が使
用されていることが多い。しかし、水酸化カ
ルシウムは強アルカリ性であるために直下
の歯髄に壊死層を形成したり、修復された象
牙質が脆かったり、炎症反応を惹起したりと
様々な欠点が挙げられている。そこで申請者
は新しい直接覆髄剤として脂質異常症の治
療薬であるシンバスタチンを使用し修復象
牙質の形成を試みた。また、歯髄細胞から象
牙芽細胞への分化には骨形成タンパク質
（BMP）-2（以下 BMP-2とする）が必要と
なるが、シンバスタチンは骨形成能を示す際
にも BMP-2 の発現を促進することがわかっ
ている。そこで本研究では、直接覆髄モデル
ラットを用いて歯髄細胞にシンバスタチン
を局所徐放することにより、BMP-2 の発現
をさらに促進させて修復象牙質の形成促進
を試みる。 
 
 

３．研究の方法 
（1） シンバスタチンミセル含有ゼラチン
ハイドロゲルの作製 
乳酸オリゴマーグラフトゼラチンでシンバ
スタチンを水可溶化しシンバスタチンミセ
ルを作製する。水可溶化には分子量 1000 の
乳酸オリゴマーと等電点5.0の牛骨由来ゼラ
チンで作製した乳酸オリゴマーグラフトゼ
ラチンを使用する。シンバスタチンミセルを
等電点9.0豚皮由来のゼラチンに内包しグル
タルアルデヒドで化学架橋をすることでシ
ンバスタチンミセル含有ゼラチンハイドロ
ゲルを作製する。この際、今回は直接覆髄モ
デルラットを使用して動物実験を行うため、
操作性を重視した形状にする。 
⇒グルタルアルデヒドの架橋度を変化させ
ることで徐放のプロファイルを変化させる。 
  
（2） シンバスタチンミセル含有ゼラチン
ハイドロゲルの分解性試験ならびにシンバ
スタチン徐放試験 
シンバスタチンミセル含有ゼラチンハイド
ロゲルの分解性試験と徐放試験を in vitroで
行う。ゼラチンハイドロゲルの架橋度を変化
させることでゼラチンの分解性が変化し、そ
れに伴いシンバスタチンの徐放性が変化す
ることを確認する。in vitro ではコラゲナー
ゼを用いてゼラチンの分解性ならびにシン
バスタチンの徐放性の相関評価を行う。シン
バスタチンの定量は吸光度計ならびに高速
液クロマトグラフィーを使用する。 
  
（3） シンバスタチンミセル含有ゼラチン
ハイドロゲルを用いた歯髄細胞培養実験 
シンバスタチンミセル含有ゼラチンハイド
ロゲルとマウスの歯髄細胞を共培養する。 
⇒どの段階で歯髄細胞に与えるシンバスタ
チンの作用が最も効果的に象牙芽細胞への
分化を導くのかをマウス歯髄細胞を用いて
比較・検討する。評価は ELISA 法とリアル
タイム RT-PCR 法で象牙芽細胞の分化マー
カーを用いて行う。 
 
（4） 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 
ラットの上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。覆髄材としては、本研究で作製する
架橋度の異なるシンバスタチンミセル含有
ゼラチンハイドロゲル、コントロールとして
は現在臨床現場で使用されている水酸化カ
ルシウム製剤である Dycal®を使用する。評価
は露髄部の組織学的染色により修復象牙質
の形成量、また形成された修復象牙質の質に
ついてはアパタイトの配行性や強度の比較
も行う。 
 
 
 
 



４．研究成果 
（1）シンバスタチンミセル含有ゼラチンハ
イドロゲル作製のために乳酸オリゴマーグ
ラフトゼラチンを作製した。次に作製した乳
酸オリゴマーグラフトゼラチンを用いて難
水溶性のシンバスタチンを水可溶化しシン
バスタチンミセルを作製した。その後、シン
バスタチンミセルを等電点9.0豚皮由来のゼ
ラチンに内包しグルタルアルデヒドで化学
架橋することでシンバスタチンミセル含有
ゼラチンハイドロゲルを作製した。この時グ
ルタルアルデヒドの濃度を変化させること
によってさまざまな分解性のシンバスタチ
ンミセル含有ゼラチンを作製し、シンバスタ
チンの徐放期間をコントロールした。 

Fig.1 ゼラチンハイドロゲルの表面性状 

 
（2）このさまざまな架橋度のシンバスタチ
ンミセル含有ゼラチンハイドロゲルを in 
vitroで評価したところ、シンバスタチンミセ
ル含有ゼラチンハイドロゲルの分解ととも
にシンバスタチンミセルが徐放されている
ことが確認された。また、グルタルアルデヒ
ドの濃度（架橋度）によってシンバスタチン
ミセル含有ゼラチンハイドロゲルの分解性
をシンバスタチンの徐放性がコントロール
できることを確認した。 
 
（3）作製した架橋度の異なるシンバスタチ
ンミセル含有ゼラチンハイドロゲルとマウ
ス下顎臼歯部より単離した歯髄細胞を共培
養することでシンバスタチンミセルの活性
を評価した。その結果, 2 週間分解性（グル
タルアルデヒド濃度：0.25vol%）のシンバス
タチンミセル含有ゼラチンハイドロゲルで
有意に高いアルカリホスファターゼ活性、カ
ルシウム濃度および BMP-2濃度を示した。こ
のことから歯髄細胞が象牙芽細胞に分化す
るのに必要なシンバスタチンの徐放期間は
約 2週間であるということが分かった。また
シンバスタチンが歯 
髄細胞の BMP-2 分泌を促進することで象牙
芽細胞分化に効果的に働くということも確
認された。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（4）現在、ラット直接覆髄モデルでの評価
を行っている。直接覆髄財としての操作性に
ついてさらに検討していく必要があると思
われる。 
 
（5）また現在、シンバスタチンの BMP-2分
泌促進能に注目し、作製したシンバスタチン
ミセル含有ゼラチンハイドロゲルの骨再生
への応用も視野に入れて研究を進めている。 
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Fig.2 ALP 活性 

 

 

Fig.3  Ca 濃度 

 

Fig.4  BMP-2濃度 
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