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研究成果の概要（和文）：DNA、キトサン、人工脂質を用いたマルチレイヤー化 GTR、GBR
メンブランについて検討を行った。また、DNA/キトサン/人工脂質フィルム、GTR用メンブラ

ン、Ti板上でのマルチレイヤー化についても検討した。DNA/キトサン/人工脂質複合体メンブ

ランは、黄色ブドウ球菌、歯周病菌、真菌には抗菌・抗真菌性を示した。また、DNA/キトサ

ン/人工脂質フィルム、GTR 用メンブラン上での多層化は可能で、上記と同じ抗菌・抗真菌性

を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：The characteristics of experimental multi-layer GTR or GBR 
membrane made from DNA, chitosan and amphiphilic lipid was investigated. And also the 
possibility of multi-layer formation on the DNA/chitosan/lipid complex film or GTR 
membrane on the market or titan plate was investigated. DNA/chitosan/lipid complex 
multilayer membrane showed antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis and 
Staphyrococcus aureus, and antifungal activity against Candida albicans. The 
DNA/chitosan/lipid complex multilayer formed on the DNA/chitosan/lipid complex film or 
GTR membrane, and showed antibacterial activity and antifungal activity as 
DNA/chitosan/lipid complex multilayer membrane showed. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病の進行により生じる歯槽骨欠損を再
生する GTR 法やインプラント治療のために

骨組織を再生する GBR 法など、再生医療の
場においてメンブレンの臨床応用は広範囲
に及んでいる。メンブランは GTR 法におい
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ては 4～6週間、GBR法においては術後 6～9
ヶ月スペースを維持しておかなければなら
ない。また、術後の感染を考慮すれば、抗菌
性・抗真菌性を有することが望ましく、さら
にメンブランに骨誘導能が付加されれば、臨
床応用は格段に増加すると考えられる。非吸
収性のメンブレンとして e-PTEEが汎用され
ているが、メンブレンの露出、感染の危険性、
二次手術の必要性、および、その際の新生組
織障害など多くの欠点が指摘されている。ま
た、吸収性のメンブランは、ポリ乳酸、ポリ
乳酸-グルコール酸共重合体、合成コラーゲン
などが市販されているが、機械的性質に弱く、
生体内での分解もコントロールできず、抗菌
性・抗真菌性も有していないため新しい機能
を持ったメンブランの開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
筆者は、これまでに「人工脂質被覆糖類を用
いた高分子膜によるサイトカインキャリア
材の研究」、「サイトカイン含有 DNA フィル
ムを用いた骨形成ドラッグデリバリーシス
テムの開発」で科学研究費の交付を受け、メ
ンブランとして合成した高分子膜や DNA フ
ィルムにサイトカインを結合させ、骨の再生
を試みてきた。その結果、これらのメンブラ
ンにサイトカインを結合することは可能で
あり、骨の生成も認められ、抗菌性・抗真菌
性を示したが、これらのメンブランは静電的
な結合により生成しているため、生体内の電
解質の影響でいずれも分解が早い欠点を有
していた。また、サイトカインを利用する方
法においては、直接口腔内へのサイトカイン
の導入は、人体への全身的影響や、特に局所
的に癌化するおそれが懸念されるため、問題
を内包していると言える。 
一方、筆者および共同研究者の福島は、DNA
とキトサンを反応させ、DNA/キトサン複合
体を合成し、生体内でも DNA/人工脂質複合
体よりも分解速度が遅いことを明らかにし
た（Buffer solution can control the porosity 
of DNA-chitosan complexes. Fukushima T, 
Inoue Y et al :J Biomed Mater Res Part B. 
2006; 76B: 121-139、PBS buffer solutions 
with different pH values can change 
porosity of DNA/chitosan complexes. 
Fukushima T, Inoue Y, et al :Dental 
Materials Journal. 2005; 24: 414-421）。ま
た、筆者は第 48 回日本歯科理工学会におい
て「DNA/キトサン複合体シートの GTRへの
応用」の演題で、DNA/キトサン複合体が自
由に成形でき、また、DNA のリン酸残基に
人工脂質を更に付加させることが可能で、こ
の DNA/キトサン/人工脂質複合体が抗菌性
を示すことを報告した。さらに、共同研究者
の福島、早川、岡畑らは Tiプレートにポリ-d-
リジンと DNA とのレイヤー・バイ・レイヤ

ー で マ ル チ レ イ ヤ ー を 形 成 さ せ た
（ Fabrication, characterization, and 
biological assessment of multilayered 
DNA-coatings for biomaterial purposes. T. 
Hayakawa, T. Fukushima, Y. Okahata et 
al : Biomaterials, 27, 691-701, 2006）。 
そこで、筆者は以上の研究成果を基に、DNA、
キトサン、人工脂質をレイヤー・バイ・レイ
ヤーで結合させ、DNA/キトサン/人工脂質複
合体マルチレイヤーを合成すれば、機械的な
性質の向上や生体内での分解速度の遅延も
可能で、抗菌性・抗真菌性も付与でき、また、
長い塩基対を有する DNA を用いれば、更に
機械的性質の改善も期待できるものと考え
た。そして、DNA/キトサン/人工脂質複合体
は加熱・加圧処理によってもフィルム化が可
能であるため、このフィルムを基盤としたマ
ルチレイヤーメンブランについても検討を
加え、さらに、基盤の素材を変え、マルチレ
イヤーメンブランの可能性について多方面
からの検討を加えることにした。 
 
３．研究の方法 
（1）人工脂質の合成 
筆者の現在までの研究成果から抗菌・抗真菌
スペクトルが広かった C10-L-Ala/pts、
C12-L-Ala/pts の 2 種の脂質をアミノ酸と 2
種の高級アルコールとを反応させて合成し
た。即ち、アミノ酸に L-アラニンを選び、ま
た、高級アルコールには n-デシルアルコール、
n-ドデシルアルコールを選び、パラトルエン
スルフォン酸とトルエン中で 6時間反応させ
て合成し、アセトニトリルとエチルアセテー
トを用いて再結晶した。 
（２）DNA/キトサン/人工脂質の合成 
DNA はサケ精子由来の塩基対が 300bp、
30000bp、7000bp のものを用いた。まず、DNA
（300,3000,7000bp）を蒸留水に溶解した。
次にキトサンを 0.2N の塩酸で溶解し、溶液
中に 0.2N の NaOH を pH が 5 になるまで滴下
した。そして DNA 水溶液とキトサン溶液を撹
拌混合し、生じた白色沈殿物を洗浄・遠心分
離を 3回繰り返した。次に（１）で合成した
人工脂質を蒸留水に溶解し、合成した白色沈
殿物を人工脂質水溶液中で撹拌混合した。3
時間撹拌混合した後、水洗・遠心分離を繰り
返した後、凍結乾燥を行い、白色沈殿物を得
た。 
（３）賦型性の検討 
（２）で合成した DNA/キトサン/人工脂質複
合体を少量の水と混合してペースト状にし
たのち、凍結乾燥を行い、賦形性の検討を行
った。また、凍結乾燥した複合体の表面性状
を SEM で観察した。 
（４）細胞毒性試験 
細胞毒性用試料には、複合体を乳鉢で粉末に
し、粉末を篩にかけて粒度 45μ m～100μm



 

 

の粉末を回収したものを用いた。なお、試料
は電子滅菌を行った。細胞にはマウス由来の
繊維芽細胞 L-929 を使用した。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
胞浮遊液を作成した。培養２４時間後、培養
液を、試料２mg を含むα－MEM2ml と換え、
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。 
（５）抗菌性の検討 
合成した DNA/キトサン/人工脂質複合体の細
菌（Porphyromonas gingivalis、
Staphyrococcus aureus、Streptococcus 
mutans 、Pseudomonas aeruginosa）、真菌
（Candida albicans）に対する抗菌性・抗真
菌性を Disk diffusion 法で検討した。 
（６）マルチレイヤーの検討 
１）DNA/キトサン/人工脂質複合体を蒸留水
で混和し、シリコン製型に填入後、加熱圧延
してフィルムを作成する。そして、フィルム
を DNA 水溶液、キトサン水溶液および人工脂
質水溶液に浸漬し、DNA のリン酸残基にキト
サンのアミノ基と人工脂質を反応させる。更
に、ポリカチオンであるキトサンのアミノ残
基に対して DNA のリン酸基を反応させ、その
後、順次 DNA、キトサン、人工脂質を結合さ
せ、マルチレイヤーメンブランを作成した。
作成したマルチレイヤーメンブランの機械
的性質、抗菌性・抗真菌性の検討を行った。 
２）ポリ乳酸/グリコール酸共重合体メンブ
ラン（市販 GTR メンブラン）を DNA 水溶液中
に浸漬して風乾した後、メンブランをキトサ
ン水溶液および人工脂質水溶液に浸漬し、
１）と同様な方法で、マルチレイヤーメンブ
ランを作成した。作成した、GTR メンブラン
の抗菌性・抗真菌性の検討を行った。 
３）Ti のプレートをポリアリールアミン塩酸
塩水溶液に 30 分間浸漬し、高分子電解質膜
を形成する。そして、DNA 水溶液中で DNA と
反応させ、風乾した。次に DNA を結合させた
Ti プレートをキトサン水溶液に浸漬し、そし
て人工脂質水溶液に浸漬して DNA のリン酸残
基にキトサンのアミノ基と人工脂質を反応
させた。更に、ポリカチオンであるキトサン
のアミノ残基に対して DNAのリン酸基を反応
させ、その後、順次 DNA、キトサン、人工脂
質を結合させ、マルチレイヤーの形成を試み
た。作成した Ti プレート上のマルチレイヤ
ーの抗菌性の検討を行った。 
 
４．研究成果 
L-アラニンと n-decyl alcohol, n-dodecyl 
alcoholから人工脂質を2種（C10-L-Ala/pts、
C12-L-Ala/pts）合成した（図 1）。また、サ
ケ精子由来の塩基対が異なる DNA（300bp、
3000bp、7000bp）とキトサンから DNA/キトサ

ン複合体を各々合成した（図 2）。 

3 種の DNA とキトサンから合成した DNA/キト
サン合成物はいずれも水不溶性で、白色で塩
基対が長くなるとやや撚糸状を呈した。これ
らの合成物を水洗・遠心分離を繰り返した後、
凍結乾燥を行い、白色粉末を得た。粉末にし
た状態では塩基対の長さによる影響は認め
られなかった。また、この白色粉末はスパチ
ュラ等に付着しやすく、リン酸残基による静
電気の存在が伺えた。この粉末を 2 種の人工
脂質の水溶液中で攪拌させて人工脂質と反
応させ、DNA/キトサン/人工脂質合成物を得
た。合成物は DNA/キトサンと同様に水不溶性

の白色粉末であった（図 3）。 
得られた合成物を少量の蒸留水と混合して
ペースト状にしたのち、直径 5mm のシリコン
型に入れて自然乾燥および凍結乾燥し、円形
ディスク試料を作成した（図 4）。 



 

 

何れの方法でも成形性を保ち、賦形性は良好
であった。表面の SEM 像では繊維質の複合体
が積層している状態が観察され、間隙も多く
認められた（図 5）。 

また、フィルム化後の引っ張り強さは 0.4MPa
と低い値であり、やや堅い性状であったが、
メンブランとして使用可能と考えられた。 
細胞毒性試験では、細胞生存率は 86.2%（±
8.25）と高い値を示し、細胞毒性は少ないも
のと考えられた。 
抗菌性・抗真菌性については、Pseudomonas 
aeruginosa には抗菌性が認められなかった
が、Staphyrococcus aureus、Porphyromonas 
gingivalis には抗菌性が認められ、また、

Candida albicansにも抗真菌性が認められた

（図 6）。また、DNA の塩基対の長さを変えて
も抗菌性・抗真菌性は同様の結果が得られ、
抗菌性・抗真菌性に塩基対の長さの影響は認
められなかった。また、人工脂質の影響も認
められなかった。 
DNA/キトサン/人工脂質フィルムを基材にし
た DNA/キトサン/人工脂質マルチレイヤーメ
ンブランは、やや厚みを帯び DNA、キトサン、
人工脂質が積層されているようだった（図 7）。 

また、DNA/キトサンフィルム/人工脂質は透
明であったが、マルチレイヤー化で白色不透
明となった。DNA/キトサン/人工脂質複合体
と同様の抗菌性・抗真菌性を示した（図 8）。

また、DNA/キトサン/人工脂質フィルムは、
乾燥時にはやや堅い性状であるが、水中に浸
漬しとおくとフレキシブルになり、GTR メン
ブランとしての力学的な性質は実用上適正
である考えた。 
GTR メンブレンを基材にした DNA/キトサン/
人工脂質マルチレイヤーメンブランも、やや
厚みを帯びており、DNA、キトサン、人工脂
質が積層されている推察された（図 9）。それ
ぞれの水溶液に浸漬することにより、メンブ
ランに DNA、キトサン、人工脂質水溶液が浸
透し、マルチレイヤー化していったものと考
えられた。また、DNA/キトサン/人工脂質複
合体と同様の抗菌性・抗真菌性を示した（図
10）。 
Ti プレート上の DNA/キトサン/人工脂質処理 



 

 

表面は灰色に若干変色していたが、マルチレ
イヤーの形成は確認できなかった（図 11）。
この生成した膜に対してフィルム密着法で
抗菌性を検討したが、明確な抗菌性・抗真菌
性は認められなかった。ハロー法においても、
同様に明確な抗菌性・抗真菌性は認められな
かった。 
DNA/キトサン/人工脂質複合体は、少量の蒸
留水と混合すればペースト状になり、成形性、
賦形性は良好であった。フィルム化後の引っ
張り強さは低い値で、やや堅い性状を示した
がメンブランとして使用可能と考えられた。
DNA/キトサン/脂質複合体の力学的性質につ
いて、しなやかさの改善を意図して DNA の塩
基対を変えた。合成時には 3000bp、7000bp
を用いた合成複合体は 300bp を用いたときに
比べて撚糸状を呈したが、凍結乾燥後の性状
には変化は認められず、フィルム化後にも明
らかなしなやかさの改善は認められなかっ
た。抗菌性については、 Staphyrococcus 

aureus 、 Porphyromonas gingivalis 、
Prevotella intermedia に対して抗菌性を示
したが、Pseudomonas aeruginosa には抗菌性
を示さなかった。また、Candida albicans に
も抗真菌性を示した。また、塩基対の長さを
変えても抗菌性に変化は認められなかった。
細胞毒性は、マウス由来の繊維芽細胞 L-929
の細胞生存率は高い値を示し、細胞毒性は少
ないものと考えられた。一方、DNA/キトサン
/人工脂質複合体フィルム、ポリ乳酸/グリコ
ール酸共重合体（GTR メンブラン）を基材に
した DNA/キトサン/人工脂質マルチレイヤー
メンブランにも抗菌性、抗真菌性が認められ
た。以上のことから、DNA/キトサン/人工脂
質複合体を用いて GTRメンブランを開発する
ことは可能と考えられたが、GBR については、
さらに検討が必要と考えられた。 
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