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研究成果の概要（和文）： 

 歯周組織の再生を目指して作製した合成のオリゴペプチドが歯周組織欠損部の修復に対し
て有用かどうかを検討した。その結果、欠損部の象牙質表面にセメント質様硬組織が形成され
ていた。また、欠損部の象牙質表面から外方向性に連続性に、多量の象牙質様あるいはセメン
ト質様硬組織の形成も認められた。以上のことから、このオリゴペプチドは歯周組織の欠損部
に硬組織形成を誘導する可能性があり、歯周組織再生に有用であることが示唆される。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We investigated whether synthesized oligopeptide is useful or not for periodontal 
tissue regeneration.  Cementum-like tissues were observed in the removed surface of 
dentin in the tissue defect area. Moreover, formation of dentin-like or cementum-like 
hard tissues was observed in the dentin surface in the defect area toward the surface 
epithelium.  Based on these results, it is suggested that oligopeptide has a potential 
to induce hard tissue formation in defects of the periodontal tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯周疾患は歯頸部に付着したバイオフィ
ルム中の歯周病原細菌の影響によって、歯肉
に炎症が生じ、それが波及して歯根膜の破壊
や歯槽骨の吸収により、歯の支持組織が失わ
れ、歯の喪失を来す疾患であり、殆どの人が
罹患している国民病である。歯周治療として

は先ず、ブラッシングやスケーリング・ルー
トプレーニングが行われているが、失われた
歯周組織を回復するためには歯周組織再生
療法が必要になる。歯周組織再生療法として
GTR (guided tissue regeneration) 法 やエ
ナメルマトリックスデリバティブ  (EMD) 

を用いるバイオリジェネレーション法が行
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われている。市販の Emdogain®はブタの歯胚
から抽出した EMD を加熱処理したものであ
るが、種々雑多な物質が含まれている可能性
が有り、生物に特有の物質の存在も否定はで
きない。我々は旧タイプの Emdogain®の作用
機序を明らかにするためにラット背部皮下
に接種し、組織反応を病理組織学的に観察し
ている際に、好酸性の円形小体の存在を見出
した。その物質の性質を明らかにするために
パラフィン切片を用いてマイクロダイセク
ションを行い、タンパクを抽出した。このタ
ンパク質について matrix assisted laser 

desorption ionization time-of-flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) の結果、分
子量約 1010 の箇所に複数のフラグメントを
得た。その中のアミノ酸シークエンスの最長
は 192 であった。複数のフラグメントの中に
同じ７種のアミノ酸である WYQNMIR を含
んでいた。このアミノ酸のシークエンスをデ
ータベース解析したところ、ブタのアメロジ
ェニン前駆物質と同一であった。これを基に
ペプチド（アミノ酸が 10 個以内であるので
オリゴペプチドになる）を合成し、ラット背
部組織に注入し硬組織の形成を確認した（特
願 2007-235789）。 

 

 

２．研究の目的 

 このオリゴペプチドに硬組織形成能が存
在することが明らかになったので、この物質
が歯周組織再生に有用であるかどうかを検
証することが本研究の目的である。 

 

 

３．研究の方法 

 7 週齢の雄性 Sprague-Dawley ラットの上
顎第一臼歯部の口蓋側の歯周組織に全層弁
を形成して、ラウンドバーを用いて歯頸部に
人工的欠損部を作製した。その部位にオリゴ
ペプチド（WYQNMIR）を 1.5%プロピレン
グリコールアルジネート（PGA）水溶液に
15 mg/mL の濃度になるように溶解した水
溶液を 0.3 mL 貼布した。その後、全層弁を
復位して 1 糸縫合し、術後 7 および 14 日に
イソフルランによる吸入麻酔後，ペントバル
ビタールの腹腔内過剰投与によって安楽死
させ、10％中性緩衝ホルマリン液で潅流固定
し、上顎骨を切除し、同固定液でさらに 1 日
間浸漬固定した。次いで 10％EDTA 水溶液
で４℃、２週間、脱灰し、エタノールで脱水
し、Hemo-De で透徹して、パラフィン包埋
して、厚さ 4μm のパラフィン切片を作製し、
スライドグラスに貼布して、ヘマトキシリ
ン・エオジン（ＨＥ）染色、Toluidine Blue

（TB）染色、PAS 染色、Masson Trichrome

（MT）染色をそれぞれ行った。また、電顕
的には pH 7.2 の 0.1 M リン酸緩衝 2％グル

タールアルデヒド・4％パラフォルムアルデ
ヒド混液で 4℃、1 日前固定し、0.1 M リン
酸緩衝液で洗浄後、pH 7.2 の 0.1 M リン酸緩
衝液で調整した 1％オスミウム酸で後固定し、
アルコール脱水、プロピレンオキサイドに浸
漬してエポン 812 に包埋した。次いで超薄切
片を作製した。歯周組織の変化を光顕的およ
び一部、超薄切片を作製して酢酸ウランとク
エン酸鉛による二重染色を施し、電顕的に観
察した。対照として合成ペプチドを含まない 

1.5％ PGA 水溶液 0.3 mL を用いた。 

 
 
４．研究成果 
 術後７日には欠損部付近のセメント質お
よび歯根膜から線維性結合組織が上皮方向
に向かって増生していた（図１、２）。また、
露出象牙質面には破歯細胞が存在し、象牙質
を吸収している像が観察された。欠損部歯槽
頂には立方形の細胞で縁どられた、不定型の
骨様組織の小塊もみられた。また、電顕的に
硬組織に接して細胞内小器官の比較的多い
細胞も認められた（図３、４）。術後 14 日
には、欠損部の象牙質表面にセメント質様硬
組織が形成されていた（図５、６）。他の例
では、欠損部の象牙質表面から外方向性に連
続性に、象牙質様あるいはセメント質様硬組
織の形成が認められた（図 7）。術後 14 日の
硬組織の認められない例では、対照群と同じ
組織像を示した。以上のことから、合成した
オリゴペプチドは歯周組織の欠損部に硬組
織形成を誘導する可能性があることが示唆
される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 術後 7 日の病理組織像。露出象牙質か
ら表層の上皮に向かって線維性結合組織が
みられる（ＨＥ染色）。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 術後 7 日の病理組織像。欠損部には幼
弱な結合組織および形成された尐量の硬組
織がみられる（ＨＥ染色）。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 術後 7日の透過型電子顕微鏡像。左 1/3

にみられる歯の硬組織の表面にはセメント
芽細胞様細胞がみられる（Original Mag. 

X2,000）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 術後 7 日の透過型電子顕微鏡像。右半
側に認められる歯槽骨付近に rER の豊富な
細胞みられる（Original Mag. X2,000）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 術後 14 日の病理組織像。削除された
象牙質表面に新生セメント質が形成されて
いる（ＨＥ染色）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 図５の拡大像（HE 染色、Toluidine  

Blue (TB) 染色、PAS 染色、Masson  

Trichrome (MT) 染色）。 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 術後 14 日の病理組織像。削除された象
牙質とセメント質の境界からセメント質様
硬組織の形成が認められる（ＨＥ染色）。 
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