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研究成果の概要（和文）：本研究では，インプラント埋入周囲組織の歯周組織の再生方法として，エムドゲイン
の主要タンパク質の一つであるアメロジェニンをスピンコート法によりコーティングすることで，更なる硬組織
分化誘導を促す新規インプラント材料の創製を目指したところ，濃アルカリ処理を施した純チタン金属表面への
アメロジェニンのコーティングがin vitroおよびin vivoレベルでインプラント埋入周囲組織の硬組織分化誘導
に大きな影響を与えることを明らかにした．また，この硬組織はセメント質である可能性が遺伝子解析から明ら
かでこの新規材料は硬組織および軟組織を同時再生できる材料として期待できる．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop new implant materials aiming at the 
regeneration of periodontal tissues as well as hard tissues by coating nano-modified titanium with 
amelogenin, which is one of main proteins contained in Emdogain&reg;. We confirmed by quartz crystal
 microbalance evaluation that amelogenin is easy to adsorb onto the nano-modified titanium surface 
as a coating. Scanning electron microscopy, scanning probe microscopy, X-ray photoelectron 
spectroscopy, and Fourier-transform infrared spectroscopy analyses confirmed that amelogenin coated 
the nano-modified titanium surface following alkali-treatment. In vitro evaluation using rat bone 
marrow and periodontal ligament cells revealed that the initial adhesion of both cell types and the 
induction of hard tissue differentiation such as cementum were improved by amelogenin coating. 
Additionally, the formation of new bone in implanted surrounding tissues was observed in in vivo 
evaluation using rat femurs.

研究分野：歯科補綴学

キーワード： ナノ材料　インプラント　アメロジェニン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 近年, 歯科治療においてインプラント治療
にも QOL の概念が浸透し，快適性，審美性，
咀嚼満足度が強く求められるようになって
きた．我々は今まで，インプラントが良好な
咬合状態を維持するための検査について長
く検討してきた．しかし，顎骨内に埋入され
たインプラントがその良好な咬合状態を維
持するためには，埋入後の初期安定性と二次
安定性の獲得が重要であり，このことが長期
的に安定し咀嚼機能を維持できるオッセオ
インテグレーション獲得へとつながってい
く．申請者は，純チタン金属を 10Ｍの水酸化
ナトリウム水溶液に室温で 24 時間浸漬する
ことで純チタン金属表面にナノ構造が析出
することを明らかにし，in vitro レベルで本構
造が SD 系ラットの骨髄間葉系細胞の培養開
始 3日後のRunx2 mRNAの発現および培養開
始 14，21 日後 ALP 活性,培養開始 2 日後の
Ca 量,Osteocalcin 量の値を有意に上昇させ硬
組織誘導能を向上させる可能性を示唆した．
また，同構造はラットの下大動脈より抽出し
た血管内皮細胞の初期接着および遺伝子発
現，および管腔形成能を向上させ，インプラ
ント埋入周囲組織の微小血管構築にも有用
であることを報告した．本構造はインプラン
トの初期固定時に優れた構造であることが
推察される．また，純チタン金属板を SD 系
ラットの大腿骨に埋入後，術後 3，4 週の純
チタン金属板周囲の組織を切り出し，HE 染
色を行い病理組織学的観察および骨接触率
を求めたところ，TNS 表面ではチタンプレー
ト周囲に著明な新生骨骨梁が形成され，高い
骨接触率を示し，in vivo レベルにおいても有
用であるという結果を示した． 

インプラント周囲組織の歯周組織再生に
期待されるものとしてエムドゲイン（EMD）
が臨床応用されている．しかし，EMD はヒ
ト由来ではないことより，患者からの拒否感
も否めない．そこで，EMD 含有の主要なタ
ンパク質の一つであるアメロジェニンに着
目し，ヒト歯根膜細胞への応用を検討したと
ころ，該当細胞の増殖・遊走能および各種遺
伝子の発現また硬組織誘導能の向上に寄与
することを明らかとした． 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、ナノレベルでの表面構造
制御およびアメロジェニンの応用により早
期の硬組織形成および歯周組織早期再生を
促し，オッセオインテグレーションの期間を
短縮させる新規インプラント材料の創製を
目的とする． 

 

３．研究の方法 

(1)試料作製 

 実験材料として TNS を析出させた市販の
JIS2 級金属板（直径 15mm, 厚さ 10mm）を使
用し，実験群としてアメロジェニンをコーテ
ィングした同材料，対照群を無処理の TNS

析出純チタン材料とした．TNS の析出には，
各試料を 10M 水酸化ナトリウム水溶液に浸
漬し，攪拌した状態で室温および大気圧条件
下で 24 時間反応させた．反応後，試料を取
り出し，イオン交換水にて導電率が 5μS/cm

以下になるまで洗浄を行った．その後，自然
乾燥させ，純チタン金属表面に TNS を析出さ
せた．その後，実験試料をアメロジェニンに
37℃で 3 時間浸漬した．  

 

(2)表面解析 

 試料の微細構造の観察には，実験群および
対照群の純チタン金属表面を走査型電子顕
微鏡（SEM，S-4000，島津），走査型プロ－ブ
顕微鏡（SPM，SPM-9600，島津）を使用して
X，Y および Z 方向に 2 µm の範囲をスキャン
した．試料表面における元素分析を X 線電子
分光分析装置（XPS，PHI x-tool，アルバック
ファイ）にて行い，元素の結合状態をフーリ
エ変換赤外分光光度計(FTIR, アルバックフ
ァイ)にて 解析した．各種 QCM センサ表面
におけるタンパク質の吸着挙動について分
子間相互作用定量 QCM 装置（INITIUM 社製 

AFFINIX QN μユニット型）を用いて比較検
討を行った．評価対象はアメロジェニンを用
いた． 

 

(3) 細胞培養 

生後 8 週齢のＳＤ系雄性ラットの両側大腿
骨から，骨髄間葉細胞を採取した．本研究は，
大阪歯科大学動物実験委員会の承認を得て
行った．骨髄間葉細胞の初代培養を確立，継
代し 3 代目を実験に共試した．培地を分化誘
導培地に交換し，分化誘導を開始した．細胞
を 37 ℃，5 ％CO2 を含む加湿条件下で培養
した．細胞はコンフレントに達するまで，各
試料上で培養した．また，Lonza より歯根膜
線維芽細胞を購入し，Lonza 社製の各種培養
キットを使用し，歯根膜細胞の初代培養を確
立，継代し 3 代目を実験に供試した． 

 

(4) 接着試験および増殖試験 

 実験群および対照群の純チタン金属板を
24well プ レ ー ト (Falcon, Becton Dickson 
Labware, NJ, USA)に配置し，ラット骨髄細胞
を 4×104個/ml ずつ播種し、1、3、8、24 およ
び 72 時間それぞれ培養し、各培養後の細胞
増殖について CellTiter-BlueTM Cell Viability 

Assay Kit(Promega, Madisson, WI, USA)を用い
て測定した． 

 

(5) ALP 活性 

 培養開始 7 および 14 日後における各々の
培養細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し
た後、0.2 ％トライトン（Sigma，St. Louis, MO, 

USA）にて抽出・溶解した．ALP 活性の測定
には， Alkali Phosphatase Luminometric ELIsa 

KitⓇ（Sigma，St. Louis， MO， USA）を用
いメーカー指示に従い ALP 活性の測定を行
った．DNA の定量を，the Pico green Double 



standard DNA Assay Kit（DS ファーマバイオメ
ディカル，大阪，日本）を用いメーカー指示
に従い行った．DNA の定量後，DNA の定量
あたりの ALP 活性を算出した． 

 

(6) カルシウム析出量 

 培養 21 および 28 日後における細胞外マト
リックスに析出したカルシウム量を 10 %ギ
酸にて抽出した．カルシウム析出量は，
Calcium E-test Kit（和光純薬，東京，日本）
を用いて定量した．  

 

(7) OCN 産生量 

 本研究で用いた ELISA Kit（DS ファーマバ
イオメディカル，大阪，日本）は，細胞培養
上清中で直接 OCN 産生量を測定するラット
OCN に特異的な検査薬である．培養の 21 お
よび 28 日後に，細胞培養上清中の OCN 産生
量は，メーカー指示に従って測定した． 

 

(8) 骨形成に関する遺伝子の発現 

 実験群および対照群のナノジルコニア表
面上の培養 3 日後の培養細胞より逆転写後、
mRNA を抽出し，アプライドバイオシステム
社製 StepOne PlusTM Real-Time PCR System を
用いて実験群と対照群における骨形成に関
する遺伝子のマーカーについて比較検討し
た． 

 

(9) in vivo 評価 

 実験群および対照群の純チタン金属スク
リューを生後 8 週齢の SD 系雄性ラットの大
腿骨に埋入後 8 週間生育した後安楽死させ，
大腿骨を摘出後，Micro-CT により CT 画像を
撮影した. 1 週後にテトラサイクリン，4 週後
にアリザリンレッド，8 週後にカルセインを
注射し，埋入後 8 週間生育した後安楽死させ，
大腿骨を摘出後，通常法に従い、10%中性緩
衝ホルマリンによる灌流固定後に大腿骨を
一塊として摘出した．採取した大腿骨をスク
リュー挿入部に沿って、矢状断方向の約
5-7μm の厚さの切片を作製し、Villanueva 染
色を行い，組織学的観察を行った．また解析
項目は BA，BIC，LBA とした． 

 
４．研究成果 

(1)表面解析 

 各種表面解析の結果から，TNS 析出純チタ
ン表面上にアメロジェニンがコーティング
されていることが明らかとなった．（図 1-3）
また，QCM 解析の結果から，ナノ構造はア
メロジェニンを吸着しやすいということが
明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

図 1 SEM 像 

 

 

 

 

 

 

  

 

       図 2 SPM 像 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

      図 3 XPS 解析結果 

 

(2) 細胞接着および増殖 

すべての計測時間で，細胞接着および増殖量
は実験群で対照群と比較して統計学的に有
意に高い値を示した． 

 

(3) ALP 活性 

すべての計測時間で，ALP 活性は実験群で対
照群と比較して統計学的に有意に高い値を
示した． 

 

(4) カルシウム析出量 

すべての計測時間で，カルシウム析出量は実
験群で対照群と比較して統計学的に有意に
高い値を示した． 

 

(5) OCN 産生量 

すべての計測時間で，OCN 産生量は実験群で
対照群と比較して統計学的に有意に高い値
を示した． 

 

(6) 骨形成に関与する遺伝子マーカーの発現 

すべての計測時間で，骨形成に関与する遺伝
子マーカーの発現量は実験群で対照群と比
較して統計学的に有意に高い値を示した．ま
た，歯根膜細胞を利用した実験では，cemp-1

の遺伝子の高い発現を認め，この硬組織はセ
メント質である可能性が認められた． 

 

(7) in vivo 評価 

すべての計測データにおいて実験群で対照
群より統計学的に有意に高い値を示した。こ
れは実験群で硬組織の形成量が多いことを
示している． 

 
 以上の結果により，濃アルカリ処理を施し
た純チタン金属表面へのアメロジェニンの
コーティングがインプラント埋入周囲組織
の硬組織および軟組織の複合形成に大きな
影響を与えることを明らかにした． 
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第 30 回日本口腔リハビリテーション学会学
術大会 

2016 年 11 月 20 日 

京都市国際会館（京都府京都市） 

10. 小正 聡, 田口洋一郎, 楠本哲次, 岡島
裕梨 , 吉岡紀代子 , 篠原憲吾 , 武田智香子 , 

西崎 宏, 岡崎定司. 

糖尿病状態が TNS 析出純チタン金属表面に
及ぼす影響について 

第 23 回日本歯科医学会総会 

2016 年 10 月 21 日 

福岡市国際会議場（福岡県福岡市） 

11. 小正 聡, 西崎真理子, 田口洋一郎, 楠
本哲次, 佐藤 航, 寺田知里, 西崎 宏, 岡
崎定司. 

濃アルカリ処理を行った新規インプラント
材料の生体適合性 

第 46 回日本口腔インプラント学会学術大会 

2016 年 9 月 17 日 

名古屋国際会議場（愛知県名古屋市） 

12. 藤尾美穂, 小正 聡, Su Y, 西崎真理子, 

楠本哲次, 関野 徹, 西崎 宏, 岡崎定司. 

加熱処理ナノ構造析出純チタン金属が骨髄
細胞の初期接着能に与える影響について 

日本補綴歯科学会第 125 回学術大会 

2016 年 7 月 9 日 

石川県立音楽堂（石川県金沢市） 

13. 小正 聡, 田口洋一郎, 西崎真理子, 楠
本哲次, 西崎 宏, 岡崎定司.  

チタン合金への濃アルカリ処理が硬組織形
成誘導に与える影響について 

第 29 回日本口腔リハビリテーション学会学
術大会 

2015 年 11 月 15 日 

徳島大学長井記念ホール（徳島県徳島市） 

14．小正 聡, 田口洋一郎, Su Y, 藤尾美穂, 

西崎真理子, 内藤大介, 楠本哲次, 西崎 宏, 

岡崎定司. 

グルコース濃度の変化が TNS 析出純チタン
金属表面に及ぼす影響について. 

平成 27 年度日本補綴歯科学会関西支部学術
大会 

2015 年 11 月 7 日 

兵庫医療大学（兵庫県神戸市） 

15. 小正 聡, 田口洋一郎, 楠本哲次, 西崎 
宏, 岡崎定司. 

純チタン金属表面に析出されたナノ構造へ
の加熱処理がラットの骨髄細胞の硬組織分
化誘導に与える影響について. 

第 45 回日本口腔インプラント学会学術大会 

2015 年 9 月 23 日 

ホテルグランヴィア岡山（岡山県岡山市） 
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