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研究成果の概要（和文）：サケ由来 DNA とポリカチオン（キトサン、ポリアルギニン、ポリヒス

チジン、ポリリジン、プロタミン）から DNA/ポリカチオン複合体を合成し、インジェクション

型スキャフォールド材の素材としての有効性を検討した。DNA/キトサンおよび DNA/プロタミン

複合体が流動性に優れていた。また、炭酸アパタイトを添加しても流動性があり、骨形成能も

示したのでインジェクション型スキャフォールド材の素材として有望と考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：The DNA/polycation complexes were prepared by reaction between 

salmon tests DNA and polycations (Chitosan, poly-L-arginine, poly-L-histidine, 

poly-L-lysine, and protamine) in order to investigated the potential of the complexes 

for injectable scaffolds.  DNA/chitosan and DNA/protamine complexes were mobile paste. 

These complexes including carbonate apatite were also mobile paste, and created new bone 

in vivo test. It is expected that DNA/chitosan and DNA/protamine complexes will be useful 

as biomaterials for injectable scaffolds.  
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病患者の急増に伴い，適度な生体分解能を有
し，遅発炎症や抗原抗体反応が無く，抗菌性
を示す歯科用生体材料の開発は急務である．
現在，生体分解性生体材料の担体としてコラ
ーゲン，ポリ乳酸，キトサン，アガロースが
使用されているが分解速度，遅発炎症、抗原
抗体反応，BSEおよび取り扱いなどに問題が
ある．最近，アニオン性高分子である DNA

がそれらに替わる医療用材料の素材として
注目されている．DNA は骨形成に必要なリ
ン酸基を分子内に多数有しており，また，塩
基 対 間 に 抗 生 物 質 や 骨 形 成 誘 導 物 質
（b-FGF,BMP,TGF-β）などをインターカレ-
ションやグルーブバインデングさせ,さらに
抗原抗体反応を起こし難いなど，生体材料の
素材として極めて魅力ある要素を具備した
生体高分子である．しかし， DNAは賦形性
に乏しく，水溶性であるために取り扱い方，
成型方法、生体内での代謝，拡散速度の調整
などに難点があるので単独使用はできない．
そこで，DNA のリン酸基にカチオン性人工
脂質で修飾したところ水不溶性になり，高次
構造を保持したまま有機溶媒可溶性を示し
た．また，人工脂質修飾 DNA 含有有機溶媒
をキャストし溶媒を除去すればフィルム
（DNAフィルム）になった．DNAフィルム
は生体親和性も良く，細胞毒性も軽微で抗菌
性や抗真菌性を示し，生体分解性歯科材料の
素材として有望となった．しかし，生体分解
速度が速く，スキャフォールド材として応用
するには，さらなる改善が不可欠となった．
そこで，DNA のリン酸基にキトサンのよう
なポリカチオン性高分子のアミノ基と反応
させて架橋構造にすれば，分解速度は遅くな
るものと考え DNA/キトサン複合体を合成し
た．分解速度は遅くなり，生体親和性はキト
サン単独より優れ，細胞毒性もほとんど無か
ったが架橋構造であるので加工性に難点が
あったが，DNA/キトサン複合体は水で混合
するとペースト状になり，PBSバッファーで
リンスすると強く凝集するユニークな性質
を見いだした．骨補填材（アパタイト等）は
粉末とブロックがあり，粉末の場合はアテロ
コラーゲン，コハク酸ナトリウム，コンドロ
イチン硫酸ナトリウム溶液を利用して流動
化させ，ブロックの場合はトレーミングして
使用している．しかし，患部への形状付与が
十分とは言えず BSE の問題などもあり，バ
イオセラミックスからなる骨補填材に流動
性や賦形性を付与する材料の開発が急務で
ある． 
そこで，DNA/キトサン複合体のユニークな性
質，すなわち、水と混合するとペースト状に
なり，PBSバッファーでリンスすると強く凝
集する性質は骨補填材の流動性や賦形性を
付与するのに最適と考えた．また，キトサン
以外のポリカチオン（ポリアルギニン、ポリ

ヒスチジン、ポリリジン、プロタミン）から
得られたDNA複合体も同様の性質を示すもの
と考え，DNA/ポリカチオン/バイオセラミッ
クス複合体からなる新しいインジェクショ
ン型スキャフォールド材の開発に着手する
ことにした. 
２．研究の目的 
DNA/ポリカチオン/バイオセラミックス複合
体からなる新しいインジェクション型スキ
ャフォールド材の開発が目的であるので DNA
を各種ポリカチオン（キトサン、ポリリシン、
ポリアルギニン、ポリヒスチジン，プロタミ
ン）と反応させて複合体を合成する．(1) そ
れら複合体の細胞毒性，動物実験，流動性，
加工性などの基礎項目試験から本研究の目
的に適した複合体を選択する．(2) 選択され
た DNA 複合体に炭酸アパタイトを添加して
DNA/ポリカチオン/炭酸アパタイト複合体を
作製する．(3) 各種複合体の粘度測定，動物
実験などから試作インジェクション型スキ
ャフォールド材の有効性を評価する． 
３．研究の方法 
(1)DNA/ポリカチオン複合体の合成 
図１に示した反応式にて合成した．サケ由来
の DNA(300bp)100 mg を蒸留水 100 ml に溶解
した．この DNA 水溶液を各ポリカチンオン
（100 mg）水溶液（100 ml）に添加し，１時
間反応させた．なお，キトサンは pH 5.0 の
水溶液に溶解させて調整した．合成物を遠心
分離で回収後，蒸留水で数回洗浄した合成物
を凍結乾燥した． 
  

(2) DNA/ポリカチオン（ポリリシン、ポリア
ルギニン、ポリヒスチジン，プロタミン）複
合体の細胞毒性 
①試料の作製 
合成した複合体を液体窒素にて凍結させた
後，粉砕した．そして，凍結乾燥して得られ
た粉を篩にて撰別し，粒経が 40μm～100μm
の物を細胞毒性試験に使用した． 
②DNA/ポリカチオン（ポリリシン、ポリアル
ギニン、ポリヒスチジン）複合体の細胞毒性
試験 
マウス由来の繊維芽細胞 L-929 を使用した。

 
図 1 DNA/ポリカチオン複合体の合成   



 

 

まず、１０％ウシ胎児血清、１％グルタミン、
1%非必須アミノ酸を含むα－MEM にて１
×104cell/ml の細胞浮遊液を作成し、６エウ
ルマルチプレートの各ウエルに２ml を分注
した。培養２４時間後、培養液を、試料２mg
を含むα－MEM2ml と換えた。その後、３７℃、
５％炭酸ガス恒温器中にて５日間培養し、
MTS 法にて細胞生存率を測定した。すなわち、
５日培養後、2ml の培養液に対して 0.4ml の
MTS 液を加えて溶液と液交換を行い、２時間
培養後 492nm の吸光度を測定し、試料未添加
の対照群に対する比として百分率で求めた。
なお、ｎは５である。 
③DNA/プロタミン複合体の細胞毒性試験 
マウス由来の骨芽細胞様細胞MC-3T3-E1を使
用した。以下は②に従って行ったが試料量は
0.5mg/mL～2.0mg/mL とし，プロタミンも測定
した．測定はCell Counting Kit-8法で 450 nm
の吸光度を用いた． 
(3) DNA/ポリカチオン（キトサン、ポリリシ
ン、ポリアルギニン、ポリヒスチジン，プロ
タミン）複合体のラット皮下埋入試験 
①試料料の作成 
(1)に従って合成し,水洗した複合体を内径
5mm,厚さ 1.5mmのテフロンモールドに入れた．
両面をテフロン板で挟んだ後に液体窒素に
入れて試料を凍結し，凍結乾燥させて直径約
5mm、厚さ約 1.5 mm の円盤状の試料を作成し
た.なお,試料は電子滅菌を行った． 
②動物試験 
SP ラット（♂、６週）の皮下（背中）を切開
し，試料を埋入した．一定期間（3 日、１０
日）後，組織を採取し常法にて固定、染色（HE）
した． 
 (4) DNA/ポリカチオン複合体の流動性の観
察と粘度測定 
①含水複合体を乳鉢上で練和し，流動性を観
察した． 
②①で流動性を示した複合体の粘度を回転
粘度計あるいはフローテスターにて測定し
た． 
 (5) PBS リンスによる加工成形法で作製し
た DNA/キトサン複合体および炭酸アパタイ
ト含有 DNA/キトサン複合体ディスクの動物
実験 
①試料の作製 
凍結乾燥したDNA/キトサン複合体および80%
炭酸アパタイト含有 DNA/キトサン複合体に
蒸留水を加え，乳鉢中で練和して流動性のあ
る混和物を作製した．この混和物を円盤状シ
リコーンモールド（皮下用：内径 8 mm，厚さ
2 mm， 頭蓋骨用：内径 5 mm，厚さ 1.5 mm）
に流し込み PBS 緩衝液（pH6.0～ｐH7.8）で
洗浄した．その後，凍結乾燥して，多孔質 DNA/
キトサン複合体を加工成形した．なお，炭酸
アパタイト含有 DNA/キトサン複合体は風乾
させて加工成形した． 

②DNA/キトサン複合体ディスクのラット皮
下埋入試験 
SP ラット（♂、6 週）の皮下（背中）を切開
し，試料を埋入した．一定期間（3 日,10 日, 
60 日， 180 日）後，組織を採取し常法に
て固定、染色（HE）した． 
③DNA/キトサン複合体ディスクおよび炭酸
アパタイト含有 DNA/キトサン複合体ディス
クのラット頭蓋骨埋入試験 
6 週齢のラットの頭骸骨部位に,トレフィン
バーにて開口した骨欠損部にディスク状複
合体を埋入した.所定期間（７週間,12 週間）
後,頭骸骨組織を採取し,常法にて固定、トル
イジンブルー染色し,鏡検した. 
（6）DNA/プロタミン複合体ペーストの細胞
接着試験 
ペーストをガラス板に圧接し作製した薄膜
を 24 ウ エ ル マ ル チ プ レ ー ト に 置 い
た.MC3T3-E1 細胞を１×104cell/ml に調整し,
ウエルに１ ml 播種し,３時間後の細胞接着
状態を顕微鏡で観察した. 
 (7) DNA/プロタミン複合体ペーストの抗菌
性および動物実験 
①試料の作製 
ペーストを内径 5mm、厚さ 1.5mm のシリコー
ンモールドに入れ,ディスク状複合体を形成
した. 
②抗菌試験 
黄色ブドウ球菌（S. aureus）,    綠膿菌(P. 
aeruginosa),    歯周病原菌(P. gingivalis お
よび P. intermedia)を含む液体培地に３枚
のディスク状複合体を入れ，菌の増殖を分光
光度計による 625 nｍの吸光度から調べた。 
③ラット皮下埋入実験 
SP ラット（♂、６週）の皮下（背中）を切開
し，ディスク状複合体を埋入した．一定期間
（3日,10 日, 15 日，20 日）後，組織を採取
し常法にて固定、染色（HE）した． 
④ラット頭蓋骨埋入試験 
６週齢のラットの頭骸骨部位に,トレフィン
バーにて開口した骨欠損部にディスク状複
合体を埋入した.埋入４週間後,頭骸骨組織
を採取し,常法にて固定、トルイジンブルー
染色し,鏡検した. 
４．研究成果 
(1)細胞毒性試験 
表 １ の 結 果 か ら も 明 ら か な よ う に
DNA/poly-L-histidine 以外の細胞毒性は軽
微である．注目すべきは DNA/プロタミン複合
体の細胞毒性がプロタミン単独より極めて
軽微であることである．DNA/キトサン複合体
も同じ結果であることはすでに知られてお
り，DNA との複合化はポリカチオンの細胞毒
性を軽減する効果があることを強く示唆で
きる． 



 

 

(2)皮下埋入動物実験 
図２に組織写真を示した．埋入３日後： 埋
入材料は，周囲を細胞成分に富む肉芽組織で
取り囲まれて皮下組織に存在し，周囲の正常
組織とは完全に分画されていた．肉芽組織は，
線維芽細胞および毛細血管の増殖が著明で，
少数の炎症細胞も確認された．埋入材料は，
断片化され小片（塊）として認められた．小
片周囲には、軽度の好中球浸潤がみられ、さ
らに周囲肉芽組織と埋入材料とのの境界部
には少量の浸出物の析出も認めた．これらの
所見は，材料埋入による生体の急性炎症反応
（軽度）と考える．また，埋入に伴う感染な
どの惹起は認めなかった． 
埋入１０日後： 皮下の埋入部は，全て肉芽
組織に置換された．多核巨細胞の貪食反応に
よる埋入材料の断片化が進み，組織学的には
典型的な異物肉芽腫の像を呈している．肉芽
組織は、線維化が進んでおり，将来的には埋
入材料が消失し，完全な器質化（線維性結合
組織に置き換わる）により反応が終了すると
こが推測された． 
組織学的所見：術後３日後および１０日後の
組織学的観察において，使用した４種類のポ
リアミノ酸複合体に対する生体反応は、ほぼ
同様であった． 
 
（3）DNA/ポリカチオン複合体の流動性の観
察と粘度測定 
図 3 に DNA/キトサンおよび DNA/プロタミン
複合体ペーストを示した．粘度はそれぞれ約
5Pas と 254Pas であった．また， DNA/キトサ
ン複合体の場合は PBSリンス処理すれば賦形
性が得られ，DNA/プロタミンは処理なしでも
加工成形（賦形性）が可能であった．DNA/プ
ロタミン複合体がペーストになることは新
たな発見であり，極めてユニークである（特
許出願）．ペースト化は利便性に優位であり，
この性質の有効性が期待できる．なお，他の
複合体は流動性を示さなかったが生体分解
能性生体材料の素材として有望であり，用途
は今後の課題である． 
 

 

 

（4）DNA/キトサン複合体および炭酸アパタ
イト含有 DNA/キトサン複合体ディスクの動
物実験 
①DNA/キトサン複合体ディスクの皮下およ
び頭蓋骨埋入実験：図４に組織写真からも明
らかなように試料は正常繊維状組織による
カプセル化され残存していた．残存率はそれ
ぞれ皮下の場合は約 60%，頭蓋骨の場合は約
80%であった．これは PBS 処理より気孔率が

表１  細胞毒性試験 

 

 

図 2 複合体の皮下埋入実験組織写真（上

段：術後３日，下段：術後１０日，a:DNA/ア

ルギニン，b:DNA/ヒスチジン，c:DNA/リジン，

ｄ：DNA/プロタミン 

 
図 3 DNA/キトサン(左)および DNA/プロタミ

ン（右）複合体ペーストとその賦形性 



 

 

低下，すなわち細胞が侵入できるスペース減
少したために分解が抑制されたものと考え
られ今後の改善課題となった． 

②炭酸アパタイト含有 DNA/キトサン複合体
ディスクの頭蓋骨埋入実験：図 5 から明らか
なように埋入７週目に骨様組織が発現し，埋
入１２週目に新生骨の形成が認められた．新
生骨形成は炭酸アパタイトの添加効果が大
と考えられるが，DNA/キトサン複合体の足場
材としてき機能との相乗効果と推察する．図
5 から明らかなように埋入７週目に骨様組織
が発現し，埋入１２週目に新生骨の形成が認
められた．新生骨形成は炭酸アパタイトの添
加効果が大と考えられるが，DNA/キトサン複
合体の足場材としての機能との相乗効果と
推察する．すなわち，DNA/キトサン複合体単
独とは異なり，炭酸アパタイトとの複合化に
よって細胞が侵入しやすい適度なスペース
の確保や骨形成に適した分解速度になった
ことの２点が重要な要素であると考えてい
る．この成果はスキャフォールド材の今後の
開発研究の重要な指針となった．  

(5) DNA/プロタミン複合体ペーストの細胞接
着試験,抗菌性試験および動物実験 
①細胞接着：図 6から明らかなようにマルチ
プレートへの接着よりやや劣っていたが細
胞接着は観察できた．細胞毒性も軽微である
ので細胞の分化に与える影響ついて検討す
ることが今後の課題である． 
②抗菌試験：図 7より明らかなように細胞毒
性がないにもかかわらず抗菌性を示した．こ
れは術中の細菌感染防止が可能であること
を示唆している．特に，歯周病菌に有効であ
り，かつペーストでいかなる形状にも容易成
形できるので GTR膜などの用途に適している．
また，抗菌材の素材としても有望である．  
 

③皮下および頭蓋骨埋入実験：皮下埋入実験
は粉末（図 2 d）と同じ所見であった．頭蓋
骨埋入実験においては図 8からも明らかなよ
うに骨様組織が頭蓋骨底部に認められた．こ
れは DNA/プロタミン複合体が骨伝導性を有
している可能が高いことを強く示唆した結
果であり，今後研究に期待できる． 
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