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研究成果の概要（和文）：本プロジェクトの目的は、３次元多孔質体スキャホールドに対して、塩基性線維芽細
胞増殖因子（ｂＦＧＦ）を固定化するなどの表面修飾を施すことによって、広範囲骨欠損ならびに歯周組織を再
生することである。ｂＦＧＦ固定化群では2週でα-TCPの吸収と周囲の新生骨、新生セメント質、シャーピー線
維を伴った歯根膜構造を認めた。イヌ下顎骨二壁性骨欠損モデルにおいて、bFGF固定化α-リン酸三カルシウム
は早期に歯周組織再生を促すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to immobilize bFGF on porous α-TCP using heparin and evaluated the
 effect of this bFGF carrier on periodontal regeneration in a canine model of 2-wall periodontal 
defect. The results showed that healing of the alveolar bone and periodontal attachment was strongly
 promoted by modified α-TCP implantation. In addition, the modified α-TCP scaffold consistently 
suppressed aberrant healing processes such as ankylosis and root resorption. One important factor to
 note is that we used a surgically created model of periodontal defect, which might show higher 
healing potential than a clinically encountered defect. Therefore, similar experiments need to be 
conducted in the clinical setting to verify the results of the present study.

研究分野：再生歯学

キーワード： 薬物徐放性材料
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　口腔癌や顎骨骨折等によって生じた広域顎口腔組織欠損は、患者に大きな身体的および、精神的負担を生じさ
せる。これまでこの治療に対しては、欠損補綴や顎補綴治療が広く用いられてきたものの、利用される補填物は
恒久的な発音障害・審美障害・咀嚼障害を生じさせ、患者の生活の質を大きく損ねている。
　開発した薬物徐放性材料と有用な幹細胞を用いた本研究の遂行により，広域顎口腔組織欠損の再生が可能とな
れば，インプラント治療の適応範囲が大幅に広がるだけでなく、患者のQOLを大きく改善することになる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 口腔癌や顎骨骨折等によって生じた広域顎口腔組織欠損は、患者に大きな身体的および、精神
的負担を生じさせる。これまでこの治療に対しては、欠損補綴や顎補綴治療が広く用いられてき
たものの、利用される補填物は恒久的な発音障害・審美障害・咀嚼障害を生じさせ、患者の生活
の質を大きく損ねている。特に、咀嚼障害は寿命と直結する事が知られている。これらの背景か
ら、再生医療を用いた顎骨再生法に期待が向けられ、自家骨移植や、骨髄間葉系幹細胞を用いた
細胞治療等が広く試みられている。しかし、広域を満たす程の試料の調達は困難を極め、未だ大
きな発展が見られていない。 
  ヘパリンは分子中に多数含まれる硫酸基が負に帯電しているため、成長因子を含め種々の
生理活性物質と相互作用する。ヘパリンをあらかじめα-リン酸三カルシウム（TCP）多孔質体
に化学的に結合させた薬物徐放担体（特願 2013-094744）を作製し、マウス頭蓋冠骨欠損モデル
に移植した。12 週後に屠殺し、病理組織学的に評価したとこ
ろヘパリンを有しない群に比較して骨再生能が高くなってい
ることを明らかにした。α-PHTCP 多孔質そのものが、組織
再生を誘導することを見いだしたことから、内在性の増殖因
子の捕捉・集積、あるいは活性化を介して機能を発現している
可能性が示唆されている。加えて、ヘパリンと Basic fibroblast 
growth factor (bFGF)の親和性も明らかになっていることか
ら、ヘパリンとの相乗効果により導入された bFGF の活性
が大きく向上し、有用な幹細胞足場担体として発展させるこ
とが可能であると考えた。                            
 
２．研究の目的 
 ヘパリン化したα-TCP多孔質体が骨再生用の新たなスキャホールドとして機能するものであ
り、安全性の高い機能性骨誘導剤となる。研究期間中に、bFGF 外部添加と内在性 FGF 利用の
効果比較を小動物で進めるとともに、ラット頭蓋骨モデル、イヌ歯周疾患モデルにて広域顎口腔
組織欠損修復治療の確立を進める。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット動物実験モデルの確立と移植試験 
α-TCP 顆粒サイズの規格化のために、マウス頭蓋冠臨界骨欠損モデルを使用し、2 種類のα-TCP
顆粒の顆粒径の違いが骨形成能に及ぼす影響を検討した。実験材料として用いた 2 種類のα-TCP
顆粒は、200 μm 以下、500-600 μm (以下α-TCP200，α-TCP600 と表記)に整粒し用いた。骨形
成能評価において，4 週までは両顆粒間で大きな違いが認められなかったためα-TCP600 をラッ
トモデルで使用した。ラット頭蓋冠の中心に直径 9ｍｍ、深さ 1ｍｍのクリティカルサイズの骨
欠損を形成する。以下の 3 群について実験を行う。群分けとしては、（a）薬物徐放性骨再生材料
群（b）骨再生材料群（c）移植しない群とする。実験期間は 2、4、8 週とする。 
 
(2)イヌ歯周疾患モデルを用いた歯周組織再生 

イヌ歯周疾患モデルで 3 ヶ月での歯周組織再生（前臨床試験）を目的として、上下顎とも健全
な永久歯列を有するビーグル犬 9 頭に実施した。実験動物に全身麻酔を施し、第 1 大臼歯と第
3 小臼歯は抜歯する。下顎第 2 前臼歯遠心と第 4 前臼歯近心に頬舌幅 3.5 mm、近遠心幅 3.5 mm、
深さ 5 mm の 2 壁性骨欠損を作製後、骨欠損部および露出歯根面の十分な掻把を行い、同骨欠
損底部を印記する目的でラウンドバーを用いて根面にノッチを付与した。群分けとしては、（a） 
bFGF/薬物徐放性骨再生材料群（b）薬物徐放性骨再生材料群（c）フラップ手術群とした。実験
期間は 2、4、12 週とした。 
 
(3)in vitro 評価 

bFGF 固定化がヒト間葉系幹細胞(hMSC)の分化に与える影響を調べた。hMSC を bFGF/薬物徐放
性骨再生材料群およびα-TCP 多孔質体のみ群とともに骨分化誘導培地中で一定期間培養する。
細胞増殖能の評価として蛍光色素でアクチン染色を行った。骨芽細胞分化の評価として、それぞ
れの群から RNA を抽出し、逆転写を行い、cDNA を作製する。リアルタイム PCR 法を用いてⅠ型
コラーゲン、オステオカルシン、RUNX2 の発現を評価し、両群の骨芽細胞分化マーカー発現の定
量比較を行なった。 
 
４．研究成果 
(1)ラット動物実験モデルの確立と移植試験 

ヘパリン化処理による「内在性成長因子の補足効果に基づく骨形成促進効果」の有無を評価す
るため、下記の実験を行った。具体的には、外因性の成長因子を添加しないヘパリン化α-TCP の
骨形成能を、SD ラット雄 8 週齢頭蓋冠臨界骨欠損モデルを用いて評価した。試料としては、α-
TCP とペプチド-ヘパリンによって修飾したα-TCP（ペパリン化α-TCP）を埋入し、埋入 4 週間
後に初期骨形成能を評価した。骨形成能は、μCT による骨形態計測と、ヘマトキシリン-エオジ
ン（H-E）染色を用いた組織学的評価から見積もった。μCT 画像を計測した結果、ヘパリン化α

図 1.薬物担持単体のメカニズム 



-TCP は、ヘパリン化処理がなされてないα-TCP に比べ、不透過像の増加が認められた(図 A)。
また、H-E 染色の画像解析から、それらの不透過像は、新生骨（NB）であることが確認された(図
B)。更に、ヘパリンを染色可能なアルシアンブルー染色を用いて、ヘパリンの残存度合いを確認
した。その結果、埋入 4 週の時点では、骨に被覆されてない部位（CT）では、ヘパリンを指し示
す青色の染色が確認出来なかった(図 C)。新生骨は、青色で染色された顆粒表面から優位に形成
されている事が確認された(図 C：矢印)。 
 

図 2 ラット頭蓋骨欠損モデルを用いた骨再生 

 

(2)イヌ歯周疾患モデルを用いた歯周組織再生 

ビーグル犬の下顎骨に二壁性骨欠損を形成し、実験群はα-TCP/ヘパリン/bFGF、対照群はα-

TCP を填入した。術後 2、4、8 週に安楽死させ、マイクロ CT で骨のパラメーター解析を行った。

HE 染色、アザン染色、免疫染色による組織学的評価を行った。実験群は対照群に比べて、術後

2、 4 週で骨塩量が有意に高かった (p < 0.05)。実験群では 2 週でα-TCP の吸収と周囲の新生

骨、新生セメント質、シャーピー線維を伴った歯根膜構造を認めた。イヌ下顎骨二壁性骨欠損モ

デルにおいて、bFGF 固定化α-リン酸三カルシウムは早期に歯周組織再生を促すことが示唆され

た。 

 

 

イヌ歯周疾患モデルでの bFGF を搭載しないヘパリン化αTCP 多孔質体の解析では、ビーグル

犬の下顎骨に二壁性骨欠損を形成し、実験群はα-TCP、対照群はβ-TCP を填入した。術後 8 週

に安楽死させ、HE 染色による組織学的評価を行った。実験群では周囲の新生骨、新生セメント

質の形成が認められた。しかし、α-TCP は残存し、シャーピー線維を伴った歯根膜はわずかに

認められただけであった。これは、bFGF を搭載したヘパリン化αTCP 多孔質体に比較して歯周組

図 3．移植 2 週後の HE 染色、アザン染色、免疫染色による組織学的評価（上）実験群

（下）対照群。矢印；残存α-TCP、三角；血管、NB；新生骨、CT；結合組織、NC；新生セメ

ント質、PL；歯根膜細胞 



織再生は劣るという結果になった。一方で、

対照群は、β-TCP の残存は認められたものの

大部分が吸収し、ハバース構造を含む新生骨

が認められた。また、新生セメント質とシャ

ーピー線維を含む歯根膜の形成も認められ

た。このことは、イヌ下顎骨二壁性骨欠損モ

デルにおいて、bFGF を搭載しないヘパリン化

β-TCP 多孔質体は歯周組織再生を促すこと

が示唆された。成長因子を用いないことで、

生物学的危険性が低くなり、実用化へ向けた

可能性が高まった。 

 

(3)in vitro 評価 

 骨芽細胞分化の評価とアルカリフォスファ

ターゼ、オステオカルシンの定量を行ったと

ころ間葉系幹細胞の 2 週間の培養後、bFGF/薬

物徐放性骨再生材料群でコントロール群に比

較して有意に高い値を示した。また、リアル

タイム PCR 法を用いてⅠ型コラーゲン、オステオ

カルシン、RUNX2 の発現を評価し、両群の骨芽細胞

分化マーカー発現の定量比較を行なった。3 日間の

培養後、RUNX2 の発現が FGF/薬物徐放性骨再生材

料群でコントロール群に比較して有意に高い値を

示した。歯根膜細胞についてはセメント質分化マ

ーカーとしてペリオスチン等の発現について両群

を定量比較したところ、3，7，14 日後のいずれも

bFGF/薬物徐放性骨再生材料群でコントロール群

に比較して有意に高い値を示した。 

 間葉系幹細胞の骨芽細胞発現マーカーならびに歯根膜細胞のセメント質分化マーカーの発現

が bFGF/薬物徐放性骨再生材料群でコントロール群に比較して高い発現を示した。このことは、

bFGF/薬物徐放性骨再生材料群でｂＦＧＦがヘパリンと複合体を形成することによって生理活性

の高い構造が保持されていたことから、骨芽細胞分化や歯根膜細胞分化を促進したと考えられ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．移植 8 週後の HE 染色による

組織学的評価（左）実験群（右）対

照群。矢印；残存α-TCP、NB；新

生骨、NC；新生セメント質、PL；
歯根膜細胞 
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