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研究成果の概要（和文）： 

従来のバリアメンブレンの厚みによる組織再生の阻害と，易感染性を解消した新規組織
隔壁膜を創製し，歯周組織再生治療を向上するため、バリア機能を生み出す 20μm 貫通孔
を高密度形成，微細多孔構造を構築したチタンメンブレンを製作した。ヒト歯根膜由来細
胞による培養試験では、良好な細胞付着と増殖を示し、組織再生に有望であることが示さ
れた。さらにビーグル犬を用いた試験でもその有用性が確認された． 
 

研究成果の概要（英文）： 
In order to improve the physical property of the current model of the barrier 

membrane, the new style of the barrier membrane has implemented by using 
microfabrication technology to create high-density form of 20 μm pored pure 
titanium membrane. It has a significant advantage on the toughness and durability to 
stabilized a tissue regeneration space to contribute establish to reproduce the target 
tissue, and also on the prevention of a contamination by oral microorganisms. The new 
titanium membrane is relatively saved a thickness that eliminated a tissue 
regeneration volume to be compromised the space in comparison with the one of the 
current models of barrier membrane. 

On the culture test by using human periodontal ligament-derived cells, the 
new titanium membrane showed excellent properties supporting cell attachment, 
migration and proliferation to be promising the periodontal tissue regeneration 
successfully. Its usefulness has been confirmed in the animal test using beagle dogs. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究は歯周病により失われた歯周組織
の再生を目指して企図したものである。我が
国の現状として，歯周病は国民の約８割が罹
患しており，歯根の周りの歯槽骨が破壊され，

その多くは歯のみならず，歯槽骨の喪失とと
もに顎骨も大幅に減少させる．GTR 法は歯周
炎の治療法の一つとして，歯の喪失を回避し
うる保険適応の確立された方法である．一方，
歯槽骨の吸収が高度で抜歯を余儀なくされ
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た場合，通常の義歯を装着しても安定が悪く，
咀嚼機能の低下から消化器系への悪影響や
高次中枢機能の低下につながることも危惧
されている．これまで我々は長きにわたり細
胞レベルのトポグラフィーを持つ生体親和
性材料を基材として，tissue engineering を
応用し、宿主から採取した組織から得た培養
細胞をグラフト化して宿主における再生部
位に適用することで、飛躍的な組織造成を達
成することを目指していた。特に歯周組織再
生法の一つであるバリアメンブレン法に準
じて、培養細胞シートを歯周組織中に設置す
る方法は、東京女子医科大学および新潟大学
などで臨床研究が進捗し，従来のバリアメン
ブレン単独によるスペースメイキング法よ
り質・量においてより優れた歯根膜および歯
槽骨再生を達成することが示されている。 

本研究に先立ち、我々は，ティッシュエン
ジニアリングによる歯根膜由来細胞による
細胞グラフトの生成に欠かせない担体(スキ
ャフォールド)としてハニカムフィルムを用
いることを提唱した．ハニカムフィルムは，
疎水性高分子溶液を固体基板上に塗布し，加
湿雰囲気下で製膜することにより，直径 1～
30μm における任意の直径で均一化した球
状微小孔が密集整列した多孔質膜である．そ
の微小孔内に細胞を落とし込み，細胞キャリ
アとすることにより，簡便な行程で培養細胞
シートを調製できる．このような新規の生体
材料を用いた再生治療は、組織造成を質・量
共に底上げが出来る上、細胞の移植手技が極
めて簡便化されることで、再生医療を広く臨
床に広めることに寄与するものである。 

しかし、このような外部から細胞などのリ
ソースを宿主内に導入する方法には一つの
大きな泣き所がある。それは組織再生のター
ゲットに再生をはぐくむ空間場を確保する
必要があることである。細胞リソースを用い
ない組織再生療法として歯周組織再生を目
的として適用される GTR 法は、骨組織再生
法の中核を成すものであるが、これはまさに
上記の再生場を歯周組織内に実現すること
で、残存す骨組織を再生リソースとして、歯
槽骨を再生するものである。その再生場を生
成するバリアメンブレンとしてのゴアテッ
クス®GTR メンブレンは、ePTFE 製の生体
非吸収性材料であり，動作原理は「GTR 法に
よる組織再生のための遮断膜」とされる．そ
の使用目的と効能は「GTR 法において，上皮
の埋入や結合組織との接触を防ぎ，歯根膜細
胞を根面に誘導して新付着を形成するため
に用いる」とされている．GTR 法では，歯根
膜細胞を根面上に遊走させるために，歯周外
科手術によって根面を覆っていた軟組織を
周囲に排除した上で，軟組織から根面への組
織の再進入を阻止するためにメンブレンが
設置される．歯根膜細胞が根面に伸長するに

は最低２ヶ月程度を要するので，少なくとも
その間，メンブレンにはスペースを維持する
強度が要求される .そのためゴアテックス
®GTR メンブレンには数百μm 程度の厚み
があり，かつ多孔質素材のため，メンブレン
内部に口腔内の雑菌類が侵入しやすいとい
う欠点がある．さらに設置の際は歯肉下に完
全に埋設される必要があるが，そもそもヒト
の歯肉は 1～2mm 程度と薄く，厚みのあるメ
ンブレンをすべて覆うには，高度な歯周外科
テクニックを要する．これには限界もあり、
結局歯肉が裂開してメンブレンがひとたび
口腔内に露出すればたちまち口腔内細菌の
温床となってしまい、結果再生療法は失敗す
る．バリアメンブレンは GBR 法にも使用さ
れるが，3 ヶ月以上の設置期間が要求される
ため，使用中にしばしばメンブレンが歯肉裂
開により口腔に露出し，失敗の原因となる． 

 

 

２．研究の目的 

 このように、組織再生を達成するのに実質
的な再生プロセス管理において、細胞治療が
現実化する過程において上記の課題が露呈
した。すなわち、歯周組織再生治療を飛躍的
に改善するために必要なスペースメイキン
グにおいて、それを司る現状のバリアメンブ
レンには、改善しなければならない以下の課
題が顕在化した． 

(1）膜が厚い．再生スペースを占有し，組織
が圧迫され，あるいは被覆した歯肉(粘膜骨膜
弁)への血液供給が阻害された場合は粘膜壊
死が生じたり，組織再生量が低下する． 

(2）材質的に弱く，スペース維持に耐えられ
ないことがある． 

(3）寿命２ヶ月と耐久期間が短く，顎骨再生
など，半年期間時間を要する広範囲の組織再
生には利用しにくい．  

(4）材質が 多孔質のため細菌がトラップされ，
感染を招きやすい．そのため，メンブレンが
口腔内に露出した際は，再生治療の続行は不
可能となる． 

我々は上記の欠点を材料学的観点から精査
しゴアテックス®GTR メンブレンの弱点を
克服し，より安全に，かつ効率よく歯周組織
再生および顎骨増生を可能とするバリアメ
ンブレンを達成する必要があると考え，以下
の改良点を提唱した． 

（１）高い生体親和性と安全性がある． 

（２）誘導する以外の組織進入を阻止する組
織隔壁能(バリア機能)を有する． 

（３） 再生に寄与するスペースをより多く
提供するため，薄くても再生スペースを確
保・維持し続ける高い強度および長期耐久性
がある． 

（４）素材に細菌が侵入してもトラップされ
にくい単純な内部構造． 



これらの改良を達成するには，生体親和性
が高く，かつ、現状の ePTFE 製とは比強度
で比較にならぬほど強靱である純チタン（純
度 99.6％以上）薄板を素材とし，この薄板に
わたり，孔径φ20μm の微細で均一な貫通孔
を，高密度に設け，組織進入を阻止するフィ
ルター機能を付与することを考案した．すな
わちゴアテックス®GTR メンブレンのフィ
ルター機能を，純チタン薄板を母材とした高
精細金属メッシュとして実現しようとした
ものである．純チタンを素材としたことで，
飛躍的に強靱化がもたらされ，膜厚はゴアテ
ックス®GTR メンブレンよりはるかに少な
くても、余りある強度を確保できる．膜厚が
大幅に削減されることは，かつてバリアメン
ブレンが占めていた体積の大半を再生スペ
ースに振り向けられるだけでなく，組織内の
圧迫による血行不良を防ぐ効果がある．また
構造が単純化され，ゴアテックスの多孔質に
比べれば，細菌がトラップされる機会は大幅
に少ない． 

これらのコンセプトを持って、我々は硬組
織造成担体“Pherix TR(フェリックス TR，
仮称)”を創成した。ゴアテックス®GTR メ
ンブレンには無い様々な利点を有する新し
いタイプのバリアメンブレンである．その開
発にはわが国の誇る純チタン高精度加工技
術が応用されている．ちなみに“Pherix TR”
の名称は，硬組織欠損部に対する再生もしく
は造成法において，造成対象部位に充填した
自家骨もしくは人工骨を包埋・固定する“チ
タンメッシュ”として，骨再生領域の外縁部
に位置する膜状の素材であることから，開発
品が組織再生部位の周囲において機能する
“周縁設置型組織再生用媒体” 

(Peripheral-allocated Matrix on the 

recipient site for Tissue Regeneration)とし
て位置づけられることに由来する．本材料は，
歯科における歯槽骨の復元回復および顎堤
造成を目的とした，外科的手術による自家骨
および人工骨など，充填した骨転化用素材を
被覆するチタンメッシュとしての適用を目
的として開発された． 

そこで本研究では，開発材料がヒトの体内
で既存のチタンメッシュ製品と同等の生体
機能を達成することを実証するため，ヒト由
来細胞を用いた細胞培養試験によって，その
効能を評価した． 

 

３．研究の方法 

○対象となる材料 

試験対象材料は，JIS TypeⅠ純チタン材を
ベースとした，高精細メッシュである．厚さ
15μm 純チタン薄板に，孔サイズ 20μm の
微細孔を，一定間隔にて並列に穿孔し，格子
状のメッシュ状に成形した 10mm x 10mm

の細胞培養試験仕様の試験片である．実際に

ヒトを対象として使用される製品版につい
ては，これらの仕様に加え，メッシュの外形
サイズおよび形状がヒト患部に応じて設定
され，またその際に必要な強度を確保するた
めに，材質と同じ純チタン材による補強用フ
レームを付与するタイプをラインナップと
する． 

 
○培養細胞による試験 
 2 種類の試作チタンメッシュ（孔径φ20μm，
孔間ピッチ 50μm，10x10mm，孔数約 40,000、
および孔間ピッチ 30μm，孔数約 110,000）
を培養液中に浸漬したものに対して，ヒト歯
胚由来細胞(STRO-1 陽性，陰性)を，1well あ
たり 1x106にて播種し，72 時間にわたり培養
を行った(下図)．尚、コントロールとしては、
既に平成４年に国内で承認され販売されて
いる，マイクロ穿孔サイズの硬組織再生のた
めの移植人工骨被覆用チタンメッシュ
(Frios® Boneshield :デンツプライ三金製)
を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 10mm 角の純チタンマイクロメッシュ上に
おける細胞培養 
 
試作品上にて培養後、細胞を 37 ℃ に暖め

た PBS で洗浄、同じく 37 ℃ に暖めた 4 ％ 
パラホルムアルデヒドにて固定した。その後、
PBS 洗浄を 3 回繰り返した後、1 % 濃度 
Triton X-PBS 処理（10分間）を 3 回繰り返
し、0.05 % 濃度 Tween-PBS 処理（5 分間）、
10 % Gout Serum- 0.05 % Tween-PBS 処理（15
分間）の後、0.05 % 濃度 Tween-PBS で洗浄
した。抗体希釈駅として 10 % 濃度 Goat 
Serum（SIGMA-ALDRICH）-PBS を使用し 100
倍希釈された抗ビンキュリン抗体（MS X 
Vinculin, CHEMICON）を一次抗体として処理
（37 ℃, 90 分間）を行い、0.05 % 濃度 
Tween-PBS 処理（10分間）を 3回行った。次
に 1000 倍希釈された Alexa Fluor 546 標識
抗マウス IgG（CHEMICON）と Alexa Fluor 488 
phalloidin（Molecular Probes）を二次抗体
として使用して処理（37 ℃, 60 分間）を行
い、ビンキュリンとアクチンを選択的に染色
した。0.05 % Tween-PBS で処理（10 分間）
を 2回繰り返し、PBS で洗浄後、DAPI solution
（DOJINDO）で核を染色し、蛍光抗体染色試



料とした。作製された試料は蛍光顕微鏡にて
観察した。 
 
４．研究成果 
・培養組織像 

試作品上でヒト歯胚由来細胞を 72 時間培
養したところ、チタンメッシュ従来品
(Frios® Boneshield)では、開孔部に細胞塊
が進入しながら流出する様相を呈し、その反
面、材料表面に殆ど細胞の付着が全く認めら
れなかった(下図)。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一方、製品仕様の試作品(孔径φ20μm、孔
ピッチ 50μm)上では微細貫通孔をアンカー
として多数の細胞が付着・増殖していた(下
図)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、細胞数は高密度の高さに応じて明ら
かに増加した(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

・考察 
試作品のチタンメッシュは、良好な生体親

和性に加え、培養細胞の付着と増殖を促進す
ることが示唆された。チタンメッシュ上では
細胞が多数付着して盛んに進展・増殖したも
のの。貫通孔は専ら細胞体が支持されるアン
カーとなるものの、そこに進入する細胞は見
られなかった。細胞増殖数はメッシュのピッ
チが小さくなることで飛躍的な促進効果を
得られることが明らかとなった。 
本試験によって、上記いずれの培養細胞に

おいても，その増殖度は孔の密度の高さに応
じて明らかに増加しており，この結果より，
開発品の良好な生体親和性が示されると共
に，従来のチタンメッシュ製品と比較して培
養細胞に対する増殖を賦活する効果が高い
ことが示唆された．その要因として開発品で
は微細貫通孔がアンカーとなり細胞が容易
に付着できるとともに，遊走の際も足場(ス
キャフォールド)としての効果を示した結果，
増殖を促したものと思われる． 
ヒト組織細胞の通過できる最小サイズは

直径 6～8 ミクロンと言われている．一方で
本試験品のチタンメッシュは孔径が20μmで
あり，細胞の通過は物理的には可能である．
しかし，実際には付着した細胞が貫通孔に進
入する挙動は，従来品のチタンメッシュであ
る Frios® Boneshield における推定 50μm孔
径サイズと比較すると盛んには生じてはお
らず．20μm メッシュであっても充分な細胞

従来品(Frios® Boneshield) 

開発品(孔径φ20μm 孔ピッチ 50μm) 
Boneshield) 

開発品(孔径φ20μm 孔ピッチ 30μm) 
Boneshield) 



バリアとなることが示唆された 
最も重要である製品の生体親和性につい

てみると，試作品試料上では歯根膜由来細胞
は順調に増殖し，偽足を伴いながら表面に伸
展しつつ旺盛な proliferation を示し，増殖
度は極めて良好であった．レーザー加工が高
密度に施された部位でも順調に細胞は生育
したことから，レーザー加工が生体親和性を
損なう可能性は小さいものと思われた．穿孔
孔径の微小化と高密度化によって，細胞の付
着と増殖が大幅に促進された．加工サイズを
20μm に微細化した結果，細胞が形状に反応
し始め，細胞足場として付着・増殖・組織化
を飛躍的に促進する．この効果はスキャフォ
ールド機能として，再生医療へ応用が見込ま
れる． 試作品はバリアメンブレンの改良品
として開発されたが，ティッシュエンジニア
リングにおける培養細胞シート，人工臓器用
細胞マトリクスなど，生体再生用基幹材料と
してのデリバティブが期待される． 
 尚、併せてビーグル犬の下顎骨を用いた本
開発品の生体親和性試験では、適用された部
位の骨再生が順調に達成され、開発品の硬組
織再生材料としての効能が裏付けられた。 
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