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研究成果の概要（和文）：生体内での骨形成を模したバイオミネラリゼーション法を用いて，ナノ構造化アパタ
イトスキャフォールドを創製し，生体親和性，骨増生効果および歯周組織再生効果を検討した．またアパタイト
へ線維芽細胞増殖因子2（FGF2）を複合化し，スキャフォールドの高機能化を図った．
その結果，アパタイトスキャフォールドの生体親和性は良好で，ラット頭蓋骨の増生を有意に促進し，ビーグル
犬の2級分岐部骨欠損において歯周組織再生効果を示した．また，アパタイトスキャフォールドへのFGF2の複合
化は骨形成を強く促進した．以上よりナノ構造化アパタイトスキャフォールドは有用な骨再生材料であることが
示された．

研究成果の概要（英文）：We fabricated the nano-structured apatite scaffold using biomineralization 
method to imitate the bone formation in the body. The evaluation of biocompatibility, bone inductive
 effect and periodontal regenerative activity of apatite scaffold were carried out. In addition, we 
obtained the apatite scaffold loaded with fibroblast growth factor-2 (FGF2) to enhance the 
bio-properties of scaffold and assessed the bone forming ability. 
The results showed that apatite scaffold exhibited high biocompatibility and bone forming effect in 
rat cranial bone defect. Apatite scaffold stimulated the periodontal regeneration in class II 
furcation defect in beagle dogs. In addition, FGF-2 loaded apatite scaffold remarkably promoted the 
bone augmentation of rat skull bone, compared to pristine apatite scaffold. The nano-structured 
apatite scaffold would be beneficial for medical application in bone and periodontal tissue 
engineering.  

研究分野：歯周治療系歯学
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ノ構造　線維芽細胞増殖因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は国民病の一つで，患者数は国内で4500万人と推定され，超高齢社会を迎えますます増加の一途をたどっ
ている．本研究ではバイオミネラリゼーション技術の応用によって骨や歯周組織を再生する効果が示されたこと
から，歯周病の新しい治療法として患者に貢献できる可能性がある．また生理活性物質FGF2の複合化によって再
生量が飛躍的に増大することが実証され，複合物質を調整することで再生組織の選択性や抗菌性等も発揮できる
可能性があり，再生医療イノベーションの一端を担う可能性がある．本研究での知見が医工連携でのナノ技術を
用いた医療用マテリアルの開発促進につながることが期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）歯周組織再生療法のための足場材（スキャフォールド）の必要性 
①歯周病は国民病の一つで，超高齢社会を迎えますます増加の一途をたどっている． 
②重度歯周病では既存の歯周組織再生療法を用いても十分な再生効果が得られないのが現状で
あった． 
③歯周組織再生に最適化された高いポテンシャルを有するスキャフォールドは無く新規開発の
必要性があった． 

 
（２）バイオミネラリゼーション法によるスキャフォールド創製 
①スキャフォールド表面をナノ構造化すると生体活性が向上することが明らかとなった． 
②バイオミネラリゼーション法は生体内での骨形成（細胞外基質へのアパタイトの析出成長）
を模しており，低融点基材上にも容易にナノ構造化骨類似アパタイト薄膜を形成できた．  

 
２．研究の目的 
（１）バイオミネラリゼーション法を用いてコラーゲンスキャフォールドにナノ表面構造を有
するアパタイト薄膜を構築する． 

（２）ラットならびにビーグル犬にてナノ構造化アパタイトスキャフォールドの生物学的効果
を検証する． 

（３）アパタイト薄膜へタンパク質を複合化し，アパタイトスキャフォールドの高機能化を図
る． 

 
３．研究の方法 
（１）ナノ構造化アパタイトスキャフォールドの作製 
①ウシタイプ Iコラーゲンによるコラーゲンスキャフォールドを裁断した． 
②交互浸漬処理によりアモルファスリン酸カルシウムプレコートを行った． 
③リン酸カルシウム過飽和水溶液中に浸漬してアパタイト層形成を行い，SEM 観察を行った． 
  
（２）骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた培養試験 
①アクチンマイクロフィラメント染色による細胞付着性の検討を行った． 
②LIVE/DEAD 染色による細胞毒性評価を行った． 
③WST-8 アッセイによる細胞増殖性試験と LDH アッセイによる細胞毒性試験を行った． 
 
（３）ラット埋植による骨増生試験 
①ラット頭蓋骨上にスキャフォールドを埋植し，骨形成の観察を行った． 
②ソフトウェアを用いて 5週後の骨増生量の計測を行った． 
③免疫染色を行い 10日後のスキャフォールド内部への細胞のイングロースを観察した．  
 
（４）ビーグル犬歯周組織における再生試験 
①2級分岐部骨欠損へにスキャフォールドを埋植し，4週後の歯周組織再生の観察を行った． 
 
（５）タンパク質内包化試験 
①ラット頭蓋骨上に線維芽細胞増殖因子（FGF2）10µg を内包したスキャフォールド（HAF10）
を埋植し，骨形成の観察を行った． 
②ソフトウェアを用いて 5週後の骨増生量の計測を行った． 
 
４．研究成果 
（１）ナノ構造化アパタイトスキャフォールドの表面観察（図 1） 
①コラーゲンスキャフォールド（Ctrl）に比較して，アパタイトスキャフォールド（HA）では
ナノ構造を有するアパタイト結晶薄膜の構築を認めた． 

 
（２）骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた培養試験（図 2） 
①アクチン染色試験では，Ctrl，HA 群ともに表面への細胞付着を認めた． 
②LIVE/DEAD 染色では両群とも生細胞（緑）を認めた． 



③細胞増殖性は Ctrl に比較して HAで低下したが，細胞毒性は同等であり，HAの細胞親和性は
良好と考えられた．  

 
（３）ラット埋植による骨増生試験（図 3） 
①Ctrl ではスキャフォールドの残留を認めたが，HAでは新生骨の形成が良好だった． 
②HAの骨増生量は Ctrl の約 5倍であり，骨補填材としての応用が期待できる． 
③免疫染色では HA 内部への骨芽細胞（赤）の良好なイングロースを認めた． 
 

 
（４）ビーグル犬歯周組織における再生試験（図 4） 
①HAはCtrlに比較して歯周組織再生を促進した．残留HAには骨基質の添加を認めた（拡大像）．
歯周組織再生用スキャフォールドとしての応用が期待できる． 

 
（５）タンパク質内包化試験（図 5） 
①HAF10 は良好な骨増生を示した． 
②HAF10 は HA ならびに Ctrl よりも良好な骨増生を示し，内包した FGF2 の骨形成効果が発揮さ



れたと考えられた．本法は様々な生理活性物質を内包できることから，骨再生用スキャフォ
ールドとしてさらなる高機能化が可能であると考えられた． 
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