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研究成果の概要（和文）：本研究は歯科インプラント治療におけるインプラント周囲の骨増生に有用な骨組織再
生材料の開発を目的として、エムドゲイン由来新規骨形成ペプチドに着目し、新規骨形成ペプチドが骨再生に重
要な役割を果たすヒト間葉系幹細胞の細胞増殖能と骨組織形成能を促進する作用があるかどうか検討を行った。
本研究の成果として、新規骨形成ペプチドはヒト間葉系幹細胞の細胞増殖能と骨組織形成能を活性化させ、骨組
織の再生に有用な生体材料である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated whether a synthetic oligopeptide 
derived from EMD can contribute the induction of bone formation surround dental implant.
We found the synthetic oligopeptide promote the cell proliferation and hard tissue formation, so the
 synthetic oligopeptide might be useful for bone formation in the treatment of dental implant.

研究分野： 硬組織再生

キーワード： エムドゲイン　インプラント

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

(1) 本研究は歯科インプラント治療における
インプラント周囲の骨増生に有用な骨組
織再生材料の開発を目的として、エムド
ゲイン由来新規骨形成ペプチドに着目し
た。 
 

(2) この新規骨形成ペプチドはエムドゲイン
を用いた基礎研究から得られた本研究チ
ームのオリジナルの骨形成を促進するペ
プチドである。 

 
(3) 申請者はこの新規骨形成ペプチドが骨再

生に重要な役割を果たすヒト間葉系幹細
胞の細胞増殖能と骨組織形成能を促進す
る作用があることを発見し、骨組織の再
生に有用な生体材料である可能性を示し
た。 

 
２． 研究の目的 

 
そこで申請者はエムドゲイン由来新規骨形
成ペプチドがインプラント周囲の骨増生に
も有用であるのか検討し、新規インプラント
周囲骨増生材料として臨床応用につなげる
ことを目的としている。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) 理化学研究所より骨再生に重要なヒト間

葉系幹細胞の提供を受けて増殖させ、実
験に必要な細胞数を確保する。チタン合
金上でヒト間葉系幹細胞を培養し、新規
骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 10, 100, 
1000 ng/mL）で培養液に溶解し細胞に作
用させ、遺伝子・タンパクを抽出する。 
 

(2) 硬組織形成能、骨形成に関連する遺伝子
発現（Real-time-PCR）、骨形成シグナル
の発現（ウエスタンブロット）を検討す
る。 
 

(3) 骨形成シグナルの発現として、細胞増殖
や分化に重要な働きを担うMAPKシグナ
ルの発現の検討を行った。 

 
４． 研究成果 
 
(1) 細胞増殖試験 

新規骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 10, 
100, 1000 ng/mL）で培養液に溶解しヒト
間葉系幹細胞に作用させ、ナカライ社製
Cell Count Reagent SF にて検討を行った。
新規骨形成ペプチド添加群では対照群と
比べて有意に細胞増殖能が促進され、10 
ng/mL 濃度で最も細胞増殖能が促進され
ることがわかった。 
 
 

(2)Type１collagen、Osteocalcin 産生量の測定 
新規骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 10, 
100, 1000 ng/mL）で培養液に溶解しヒト
間葉系幹細胞に作用させ、Takara 社製 
PIP EIA kit と Osteocalcin EIA kit を用いて、
それぞれのタンパク産生量の測定を行っ
た。新規骨形成ペプチド添加群では対照
群と比べて有意にそれぞれのタンパク産
生量が促進され、10 ng/mL 濃度で最も細
胞増殖能が促進されることがわかった。 
 

(3) 硬組織形成能（アリザリンレッド染色） 
新規骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 
10, 100, 1000 ng/mL）で培養液に溶解し
ヒト間葉系幹細胞に作用させ、同仁堂社
製 アリザリンレッドを用いて石灰化物
形成能を評価した。新規骨形成ペプチド
添加群ではアリザリンレッドによって
赤く染色された石灰化物が対照群と比
べて多くみられることがわかった。 

 
(4) 硬組織形成能（ギ酸抽出法） 

新規骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 
10, 100, 1000 ng/mL）で培養液に溶解し
ヒト間葉系幹細胞に作用させ、ナカライ
テスク社製 ギ酸を用いて細胞外マトリ
ックスへのカルシウム析出量の測定を
行った。新規骨形成ペプチド添加群では
アリザリンレッドによって赤く染色さ
れた石灰化物が対照群と比べて多くみ
られることがわかった。 
 

(5) ALP 活性の測定 
新規骨形成ペプチドを各種の濃度 （0, 
10, 100, 1000 ng/mL）で培養液に溶解し
ヒト間葉系幹細胞に作用させ、Thermo 
Scientific 社製 1step pnpp を用いて ALP
活性の測定を行った。新規骨形成ペプチ
ド添加群では ALP 活性が対照群と比べ
て有意に促進することがわかった。 
 

(6) ALP 染色の測定 
新規骨形成ペプチドを添加した培養液
でヒト間葉系幹細胞を培養し、Sigma 社
製 ALP stainig kitを用いてALP染色を行
った。新規骨形成ペプチド添加群では
ALP 染色の染色強度が対照群と比べて
有意に促進することがわかった。 



 
 
(7) その他（新規骨形成ペプチドを用いた成

果）  
 
① 歯肉線維芽細胞の細胞増殖、接着、ERK

経路活性化への影響 
SP に対するヒト歯肉線維芽細胞の増殖
は 10, 100 ng/ml 濃度の SP 添加 1 日, 3 日, 
5 日, 7 日の培養後の評価において, SP 添
加群で対照群と比較して有意に高い値
を示した。SP に対するヒト歯肉線維芽
細胞の接着は 100 ng/ml 濃度の SP 添加
15 分, 60 分, 120 分, 240 分の培養後の評
価において, SP 添加群で対照群と比較し
て有意に高い値を示した。 

 
② ヒト歯肉線維芽細胞の ERK リン酸化に

及ぼす SP の影響についてウエスタンブ
ロット法を用いて検討を行った. SP はヒ
ト歯肉線維芽細胞の ERK シグナルのリ
ン酸化を増強した 

 
③ ヒト歯髄幹細胞（HDPSC）への新規骨形

成ペプチドの影響 
HDPSCに対するEMD由来合成ペプチド
の細胞増殖への影響は10, 100 ng/ml濃度
のEMD由来合成ペプチド添加 5日, 7日
の培養後の評価において, 両 EMD 由来

合成ペプチド添加群では対照群と比較
して有意に高い値を示し, 100 ng/ml 濃度
の EMD 由来合成ペプチド添加群が最も
有意に高い値を示した。 
 

 
④ また HDPSC に対する EMD 由来合成ペ

プチドの硬組織分化への影響は培養開
始 7 日, 14 日において ALP 活性（上図）, 
カルシウム析出量, および石灰化物形成
能（下図）を有意に促進した。 
 

 

 



⑤ さらに、ヒト歯髄幹細胞の ERK、JNK の
リン酸化に及ぼす SP の影響についてウ
エスタンブロット法を用いて検討を行
った. SP はヒト歯髄幹細胞の ERK およ
び JNK シグナルのリン酸化を増強する
ことが明らかになった。 

⑥  
したがって、エムドゲインと同様に, 新
規骨形成ペプチドは MAPK 経路を介し
て、ヒト歯髄幹細胞の細胞増殖、硬組織
分化を促進する可能性が示唆された。 
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