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研究成果の概要（和文）：歯周組織の新生・再生のために高分子多糖を徐放キャリアとして使用可能か

どうか in vitro にて検索を行った。細胞の活性と接着、増殖には CD44 の関連が考えられるが、細胞の遊

走には CD44 を介さずに HA が関与しているものと思われる。HA 溶液へのキャリアとして成長因子の混合

は可能と考えるが、少しずつ長期間に渡って放出する徐放に関しては、粘稠性のある HA 溶液である程度

は期待できるが、現在も検討を重ねているところである。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to examine the efficacy of polysaccharide 

polymers as a sustained-release carrier for recovery and regeneration of periodontal tissue in 

vitro. Osteoblast-like cells were cultured with hyaluronan for examining the osteoblast activity, 

cell attachment, proliferation and migration with or without anti-CD44mAb.  Effect of HA on 

osteoblast activity, cell attachment and proliferation was related to CD44 but cell migration was 

not. 
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１．研究開始当初の背景 
高分子多糖とくにヒアルロン酸の生物学的

特性は多岐にわたり、既に他の細胞での効果

が認められ、整形外科分野などでは臨床応用

されている。しかし、歯周組織新生・再生を

念頭においた骨芽細胞ならびに線維芽細胞

に対するこれらの応用については報告がな

い。再生を期待する部位への徐放キャリアと

しての活用もこれから発展していく可能性

が高い。また、昨今、めざましい進歩を遂げ



ている歯周組織の再生分野であるが、応用可

能なのは主に健常者が多く、これを必要とす

る有病者ならびに多数の薬剤を服用してい

る高齢者には適応出来ない場合もある。人工

歯根植立や抜歯後の歯周組織の欠損部に対

して、また頻発する口腔粘膜の義歯性潰瘍に

対して、それを保護し創傷治癒へスムーズに

向かわせる補助的な役割の組織誘導因子は、

高齢者のＱＯＬの向上につながる。さらに、

一般歯科医師が特殊な技術なしに患者に提

供できることを念頭に置き、簡便かつ侵襲の

少ない方法で,しかも安全性が確立されてい

る物質を局所に組織誘導因子をデリバリー

出来ないかを考えた。 

 
２．研究の目的 
・歯周組織の新生・再生に高分子多糖（ヒア

ルロン酸など）が有効か検索する。 

・成長因子をデリバリーする徐放キャリアと

しての高分子多糖の可能性を探る。 

・簡便な方法で局所に作用でき、なおかつ高

齢者にも適応できることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
・培養骨芽細胞・線維芽細胞(株細胞)に高分

子多糖を作用させたときの遺伝子・タンパ

ク発現を PCR 法・ウェスタンブロッティン

グにて検索 

・同じく細胞をコラーゲンゲル中にて培養し、

高分子多糖を作用させた時の遺伝子発

現・タンパク発現を同様に検索 

・高分子多糖に成長因子を添加し、上記の

効果が亢進されるか検討 
 

４．研究成果 

培養骨芽細胞 MC3T3-E1 を用い、ヒアルロン

酸（HA）存在下における骨芽細胞の増殖に

ついて検索した結果、４，７日後いずれも

HA 1.0mg/mL 存在下において著明に亢進さ

れた。また、抗 CD44 抗体にて処理した骨芽

細胞を使用して同様に増殖能を検索すると、

HA 存在下により亢進した増殖能は抗体の

存在により抑制がみられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

また、以前の研究において培養骨芽細胞

MC3T3-E1 を用い、ヒアルロン酸（HA）存在

下における骨芽細胞のコラーゲンゲル収縮

能を検討し、HA 1.0mg/mL 存在下において

収縮が著明にみられたことを踏まえ、コラ

ーゲンゲル培養を行い HA 存在下における

骨芽細胞のｍRNA を単離し、リアルタイム

PCR 法にて ECM 成分の発現を確認した。コ

ラーゲンゲル培養の際には、プレートから

浮かせた浮遊ゲルと剥がさずに培養した固

定ゲルとに分けて培養を行った。 
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HA 添加時における骨芽細胞の接着能につ

いて検索した結果、HA 添加群では差は認め

られなかったが、抗 CD44 抗体添加で接着能

は低下した。また 

生体と同じ3次元をin vitroにて再現した

コラーゲンゲル培養は、創傷治癒過程にお

ける創の収縮を模倣しているとされている

が、細胞を包埋したコラーゲンゲルを HA

添加の下で培養したところ有意に収縮が見

られ、抗 CD44 抗体添加時には収縮率は減少

した。同条件の細胞をゲルから抽出し遺伝

子解析を試みたが、細胞の回収が通法と異

なるため手技の均一化を検討中である。（上

記に ECM 成分のｍRNA 発現の結果を示す。

追実験で再現性確認中）。 細胞移動能を検

討するために蛍光色素で標識した細胞をカ

ルチャーインサート（ポアサイズ 8ミクロ

ン）上層へ入れ、下層に HA 添加培地を入れ、

ポアを通過した細胞の蛍光を検出した。HA

添加群はポジティブコントロールと比較し

て優位に移動がみられ、抗 CD44 抗体添加に
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よっても変化は見られなかった。また、HA

存在下における骨芽細胞分化の影響につい

て検討するために ALP 活性を行ったが、有

意差は見られなかった。 

創傷治癒をモデルにした場合、HA は骨芽細

胞の遊走や増殖に関しては有意に亢進がみ

られるが、治癒過程の後期に起こる分化や

石灰化などでは影響は及ぼさないことが分

かった。これは、HA の性状が液状もしくは

粘稠な性状のため治癒過程でアプライして

も短時間しか効果を及ぼさないことが考え

られることから、実際の効果の時期とも一

致する。また、細胞の活性と接着、増殖に

は CD44 の関連が考えられるが、細胞の遊走

には CD44 を介さずに HA が関与しているも

のと思われる。HA 溶液へのキャリアとして

成長因子の混合は可能と考えるが、少しず

つ長期間に渡って放出する徐放に関しては、

粘稠性のある HA 溶液である程度は期待で

きるが、現在も検討を重ねているところで

ある。ただ、臨床におけるアプライ方法の

イメージとして含嗽や貼薬など簡便な方法

が当初の目的であるため、最も効果が発揮

できるアプライ方法が見つかれば様々な場

面に応用できると考える。 
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