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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は，歯根膜細胞がセメント質表面として認識するチタン表面をナノ技
術により確立し，チタン表面にセメント質産生を介したシャーピー線維構造の形成を誘導することで，歯根膜結
合をもつ新たなインプラント技術の基盤を構築することである．本研究結果により、セメント質模倣ナノ表面改
質処理を施すことにより、間葉系幹細胞と歯根膜マトリックスの存在下で、チタンインプラント上にセメント質
形成を伴う歯周組織を再構築することが示唆された.

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to create the titanium nano-surface mimicking a
 cementitious surface and to induce cementum on the titanium implant through regulation of 
periodontal ligament cells. Cementum mimetic titanium nano-surface might reconstruct the periodontal
 tissue with cementum formation on the titanium implant in the presence of mesenchymal stem cells 
and periodontal ligament matrix.

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： 歯科補綴学　細胞・組織　再生医学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，インプラント周囲組織の歯周組織化という困難な生体医工学的課題に対して，生体模倣概念を導入し
たインプラント表面改質による組織誘導というアプローチで解決を試みている点が斬新で独創性に富んでいる．
本ナノ表面は簡便な方法で作製可能であること，また，歯根膜細胞は比較的採取しやすい細胞であることから，
本研究が達成されれば，歯根膜を獲得したインプラント実現のための組織工学技術的および法規制的課題の多く
を解決し，歯科補綴治療を革命的に進化させる可能性がある．さらに，歯科補綴学やインプラント学のみならず
再生歯学や生体材料学，細胞生物学の学問的発展にも貢献し得る意義深い研究課題である．

※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 
骨結合型インプラントは有用な欠損補綴治療法の一つとして認知されているが，力学的トラ

ブル発生率の高さ 1や顎骨形態変化への不適応による若年者への応用制限 2など，歯根膜の欠如
に起因する問題点が指摘されている．それゆえ，インプラントが歯根膜を獲得すれば，次世代イ
ンプラントと呼ぶべき革新的技術となる．歯根膜の獲得には，セメント質およびシャーピー線維
構造が必要となるため，セメント質形成を誘導するインプラント表面改質法が求められている．
一方で，セメント質は生理的リモデリングを受けないとされ 3，人工材料による代替セメント質
の可能性も考えられる． 
 周囲環境の特性を感知し，環境に対応した機能を発揮する細胞機能 4を利用し，生体環境の特
性（表面形態や機械的特性）を模倣することにより，幹細胞の運命決定や体細胞の増殖分化を制
御する多くの試みがなされている 5．この生体模倣の機序は，接着斑より始まるメカノトランス
ダクション機構の活性化と考えられている 6．今回，セメント質ナノ表面形態を模倣したチタン
表面を作製し，セメント質表面を模倣した環境を歯根膜細胞に与えることで，歯根膜細胞による
セメント質産生を誘導するという着想に至った． 
 近年，特定条件のアルカリ熱処理により，約 1 μm 厚みの酸化チタン多結晶が，異方性配列し
た無数のナノ突起や孔を伴い，チタン表面上に形成することが示された．この異方性ナノ表面は
線維芽細胞の細胞外基質産生能を向上させるとともに，細胞外基質を表面内部の間隙中に封入
することで歯肉結合組織性付着を獲得することが示めされた 7, 8．これら研究成果から，異方性
ナノチタン表面は歯根膜線維をも封入する可能性が推測される．さらに，走査型電子顕微鏡
(SEM)観察下で，異方性ナノ表面は，損傷ヒトセメント質表面と形態的に類似するとともに，表
面の微小硬度と弾性係数は，ヒトセメント質表面の数値と近似していた 9． 
 予備的細胞培養実験を行ったところ，機械研磨面や酸処理面上ではヒト歯根膜細胞は大きく
伸展した紡錘形を示すのに対し，異方性ナノ表面上では特徴的な小さな円形を示した．また，遺
伝子発現解析では，骨基質関連マーカーである Osteocalcin (OCN)や Collagen type 1 alpha 2 
(COL1a2)の発現に違いはなかったのに対し，セメント芽細胞関連マーカーである Cementum 
protein 1 (CEMP1)が，機械研磨面と比べてナノ表面上でより早期から発現した．さらに，培養 10 
および 30 日後の細胞外基質中のカルシウム密度はナノ表面上で著しく増加していた．  
 これら予備実験結果から，「異方性チタンナノ表面はヒト歯根膜細胞に損傷セメント質表面と
して認識させ，セメント質産生を介したシャーピー線維構造の形成を誘導するとともに歯根膜
線維を直接的に封入して歯根膜結合をもたらすセメント質模倣表面として機能する」という仮
説を立てた． 
 
２．研究の目的 
異方性ナノチタン表面がヒト歯根膜細胞によるセメント質産生を介したシャーピー線維構造

の形成誘導と直接的歯根膜結合をもたらすセメント質模倣表面として機能するかどうかを検証
することにある． 
 
３．研究の方法 
（１）＜チタンナノ表面の表面特性の解析＞ 
グレードⅡ純チタンディスク（機械研磨加工）に，申請者が確立している表面処理方法を用い

て，ナノ表面の試料を作製し，表面特性の評価を行った．ヒト抜去歯のセメント質表面を対照試
料として用いた．各種チタン表面とセメント質表面に関して，走査型電子顕微鏡の画像解析によ
り表面形態を、超微小押し込み硬さ試験機により表面の微小弾性率を評価した． 

 
（２）＜細胞培養試験＞ 
 ヒト歯根膜細胞を 4 種のチタンディスクおよびポリスチレン培養皿上で培養し、以下の評価
を行った。 
・セメント芽細胞関連マーカーの発現： Real-time RT PCR で CEMP1 の発現を評価した．  
・細胞外基質石灰化の評価：SEM による表面形態観察および電子線マイクロアナライザ(EPMA)
による元素解析を行った． 
 
（３）＜ラット脱細胞化歯周組織‐チタン歯ユニットのラット腎皮膜埋植モデル＞ 

5 週齢 Wister ラットの下顎骨脱細胞化処理し、大臼歯と同じ形状をした純チタンインプラント
を挿入した脱細胞化歯槽骨－チタンインプラント複合体を、8 週齢 Wister ラットの腎被膜下に移
植した．4 および 8 週間の治癒後、チタンインプラント表面上のセメント質形成を、カルセイン
生体染色した非脱灰切片における組織学的および組織形態計測的分析によって評価した。 
 
（４）＜間葉系幹細胞制御法の検討＞ 
ヘテロ細胞集団である歯根膜細胞中に歯根膜幹細胞が含まれる。この歯根膜幹細胞は未分化

間葉系幹細胞の特徴を示すと考えられている 10。歯根膜幹細胞を局所移植することにより、イン
プラント周囲に歯周組織を誘導する手法を確立するために、移植後の細胞死を回避する細胞前
処理法の検討を行った。細胞移植時に生じる酸化ストレスを回避するため、細胞内に取り込まれ
る抗酸化分子である N-acetyl-L-cysteine（NAC）を用いた。NAC を間葉系幹細胞増殖培地中に添



加し、ラット大腿骨由来骨髄間質細胞を 6 時間前培養した後に、コラーゲンスキャッホルド中に
細胞を播種した。コラーゲンスキャッホルドを単体とした骨髄間質細胞を大腿骨臨界サイズ骨
欠損中に自家移植した。NAC 前処理が、骨髄間質細胞局所移植後のアポトーシス発生と骨再生
に与える影響を組織学的に検証した。 
 
４．研究成果 
（１）＜チタンナノ表面の表面特性＞ 
 表面形態および機械的特性の解析により、機械研磨面と大きく異なり，チタンナノ表面は頂点
分布の異方性や表面の微小弾性率で、セメント質表面と類似することが示された（図１）． 
 
（２）＜チタンナノ表面上でのヒト歯根膜細胞の石灰化＞ 
細胞培養試験により，チタンの表面性状が歯根膜

細胞の分化に与える影響を評価した．培養 1 および
5 日目に遺伝子発現解析を行った結果，ヒト歯根膜
細胞のセメント質関連マーカーCEMP1 はチタンナ
ノ表面上でより早く発現し，かつ，培養期間を通じ
て，それらの発現水準は高かった．培養 30 日後の
走査型電子顕微鏡観察やエネルギー分散型 X 線元
素分析により，チタンナノ表面上ではカルシウムが
検出された球状構造物を含む細胞外基質の形成を
認めたのに対し，機械研磨面では，カルシウム原子
が検出されない滑沢な細胞外基質の形成を認めた
（図２）． 
 
（３）＜チタンナノ表面上でのヒト歯根膜細胞の石
灰化＞ 
移植後 4 週間で、機械研磨面チタンインプラント

と抜歯窩骨壁との間の空間である歯根膜腔に多数
の細胞成分を有する線維性組織が形成された。しか
し、線維はまばらであり、インプラント表面に対し
て垂直ではなく平行に配向していた。線維性組織の
密度は移植 8 週後でより大きくなった。しかし、機
械研磨面チタンインプラント表面上ではカルセイ
ン陽性の石灰化基質を認めなかった。一方、ナノ表
面インプラントでは、移植 4 週後に多くの細胞成分
を有する線維組織の付着とインプラント表面に垂
直な線維の配向が観察された。さらに移植 8 週後で
は、形成された線維構造は歯根膜腔のほぼ全てを満
たすとともに、ナノ表面インプラント上にカルセイ
ン陽性の石灰化基質の形成を認めた（図３）。 

 
以上の結果により、セメント質模倣ナノ表面改質

処理を施すことにより、間葉系幹細胞と歯根膜マト
リックスの存在下で、チタンインプラント上にセメ
ント質形成を伴う歯周組織を再構築できる可能性
が示唆された。 

 
（４）抗酸化分子による細胞前処理が移植後の細胞
死におよぼす効果 

移植 3 日後に TUNEL 染色によりアポトーシスの
発生状況を解析した結果、NAC 前処理しなかった
骨髄間質細胞を移植した骨欠損中には、移植部位に
広範な TUNEL 陽性領域を認めた（図４）。一方、
NAC で前処理した骨髄間質細胞を移植した群では、
TUNEL 陽性領域が著しく減少した。NAC 前処理し
た群では、前処理しなかった群に比べて、移植 3 週 
後の新生骨量が著しく増加した。骨髄間質細胞を骨分化誘導した骨芽細胞様細胞でも同様の結
果がえられた。 

 
以上の結果により、インプラント周囲に歯周組織を誘導するために歯根膜幹細胞を移植する

図２ ヒト歯根膜細胞をチタン機械研磨面およびナノ

表面上で培養後のセメント芽細胞関連マーカーの遺伝

子発現状態（上）と形成された細胞外基質の走査型電子

顕微鏡像（下） 

図１ セメント質およびチタン機械研磨面、ナノ表面の

Str(異方性)（左）および微小弾性率 

図３ 脱細胞化歯周組織に挿入したチタンインプラン

トをラット腎被膜下に移植 8 週後の組織像 

図４ NAC 前処理した（右）、または前処理をしな

かったラット骨髄間質細胞を大腿骨骨欠損に自家

移植 3 日後の TUNEL 染色組織像 



際に、NAC 前処理を施すことにより、局所移植後の細胞死を防止し、細胞移植による誘導効率
を向上させる可能性が示唆された。 
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