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研究成果の概要（和文）：本研究課題では歯根膜再生型インプラントの開発への可能性を検証することを目的として研
究を進めてきた。
本研究課題では以下のことを明らかにした。（１）セリア系ジルコニアがチタンと同等の石灰化誘導の適合性を有する
ことを明らかにした。（２）糖尿病モデルラットへのチタンインプラントの移植実験では神経成長因子（NGF）がイン
プラント周囲への骨誘導に有効であることを明らかにした。（３）ブタ歯髄細胞と象牙芽細胞で象牙質シアロリンタン
パク質（DSPP）遺伝子の２つのスプライスバリアントの発現に違いがあることを明らかにした。このことにより、DSPP
遺伝子が象牙芽細胞への分化マーカーとして有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was verifying the possibility of the periodontal 
ligament regeneration around the tooth implant.
In this study I revealed the following. (1) The ceria-stabilized tetragonal zirconia polycrystals/ 
aluminium oxide nanocomposite (Ce-TZP) has a same ability for bone induction compared to titanium. (2) In 
transplantation experiments of titanium implants to type 2 diabetes model rat. Nerve growth factor (NGF) 
was effective for bone induction to surrounding the implant. (3) The different of the two splice variants 
of porcine dentin sialophosphoprotein (DSPP) gene were revealed between dental pulp cells and 
odontoblasts. From this result, it showed that DSPP gene is useful as a differentiation marker of 
odontoblasts.

研究分野： 分子生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 日本が高齢化社会を迎えている現在、高齢
者でも丈夫な歯を確保するためにインプラ
ントを用いた治療法が行われている。現在の
インプラントの主流はオッセオインテグレ
ーション型、すなわち結合組織を介在するこ
となくチタンと骨が直接接合する方式であ
り、この分野における研究ではインプラント
表面と歯槽骨の結合性に着目した課題が重
要視されている。研究代表者は、骨とインプ
ラント体の間に歯根膜細胞を共存させるこ
とにより、歯根膜組織を構築再生出来るかど
うか取り組んできた。オッセオインテグレー
ション型インプラントは表面をハイドロキ
シアパタイトコーティングすると骨誘導の
効率が上がり、歯槽骨との結合までにかかる
期間が短縮でき、さらに生理活性物質と併用
することでさらに時間短縮効率を上げられ
ることが判明している。また、ラットの抜去
歯を異所移植した場合、移植した歯の根分岐
部付近から歯槽骨が形成され、そして新しく
形成された歯槽骨と移植歯は骨性癒着せず、
両者間に歯根膜様の軟組織が存在する知見
も得られている。また、多孔性のハイドロキ
シアパタイトのディスク上でヒト歯根膜細
胞を培養し、それを免疫不全のマウスに移植
した研究も行われており、この実験結果でも
ヒト歯根膜細胞由来の硬組織と硬組織の間
にヒト歯根膜細胞由来の軟組織が認められ
ている。さらに、歯胚から分取した細胞の配
列を再構築し、歯周組織を含む歯牙組織の再
生も成功している。これらの結果より、歯根
膜細胞が存在している状態で、なんらかの条
件を満たせば歯根膜組織中の幹細胞より石
灰化細胞へ分化誘導することは可能であり、
さらに石灰化組織の間に軟組織を残せる可
能性も示されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題ではチタンインプラント表面

上での歯根膜細胞の培養実験や生体への移
植実験を通して、歯根膜細胞の性質や分化
能を解明し、歯根膜再生型インプラント体
開発の可能性の検証を行うことを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)セリア系ジルコニアディスク上での石灰
化誘導実験 
 
現在のインプラント素材の主流であるチタ
ン（Ti）と次世代の主流と期待されるセリア
系ジルコニア（Ce-TZP）の比較を行った。対
照として poly-L-lysine（PLL）コートの培養
用ガラスを用いた。各素材にマウス筋芽細胞
（C2C12）細胞を播種し石灰化誘導実験を行
った。石灰化誘導培地で培養後、骨芽細胞の

分化マーカーであるアルカリフォスファタ
ーゼの酵素活性の比較、石灰化物のアリザリ
ンレッド染色など石灰化誘導の強度を評価
した。 
 
(2)2 型糖尿病モデルラット脛骨へのチタンイ
ンプラント埋入実験 
 
2 型糖尿病モデルラット脛骨に人工的にイン
プラントのソケット型の骨欠損を作成し、そ
こにチタンインプラントを埋入した。移植後、
実験群では移植部位周囲に神経成長因子
（NGF）を、対照群には生理食塩水を筋肉注
射した。サンプリング 1 週前にカルセイン、
2 週前にアリザリンレッドを投与し、新生骨
をラベリングした。インプラント埋入 4 週後
と 8 週後にラット脛骨をサンプリングし、非
脱灰切片を作成後、共焦点顕微鏡でカルセイ
ン、アリザリンレッドの蛍光観察、顕微鏡で
メチレンブルー/塩基性フクシンの 2 重染色
の観察を行った。 
 
(3)象牙質シアロリンタンパク質（DSPP）の
スプライスバリアントの発現解析 
 
ブタ DSPP は、象牙質シアロタンパク質(DSP)、
象牙質糖タンパク質(DGP)、象牙質リンタン
パク質(DPP)の 3 つのタンパク質から構成さ
れる。DSPP 遺伝子は 5 つのエクソンから構
成されるが、ブタおよびヒトにおいては少な
くとも 2 つの mRNA バリアントが存在する。
一つは DSPP 全長体をコードし(DSPP mRNA)、
もう一つはイントロン 4に含まれるポリAシ
グナルの利用により DSP のみのバリアント
をコードする(DSP-only mRNA)（DGP、DPP
はエクソン 5 からコードされる）。ブタ切歯
歯胚より歯髄先端部、本体部、象牙芽細胞の
total RNA を調製し cDNA を作成した。DSPP
遺伝子の各バリアントを特異的に増幅する
プライマーを設計し、リアルタイム PCR でそ
れら２つの mRNA の発現量を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) セリア系ジルコニアディスク上での石灰
化誘導実験 
 
PLL ガラス、Ti、Ce-TZP 各素材とも石灰化誘
導前と比較しアルカリフォスファターゼ活
性は上昇していた。しかし、石灰化誘導後の
各素材間の活性に有意差はみられなかった。
しかし、石灰化誘導後の各素材上のカルシウ
ム量を比較したところ、PLL ガラスと比較し
Ti、Ce-TZP のカルシウム量が有意に多かった。
また、Ti と Ce-TZP 間には有意な差はみられ
なかった（図１）。 
これらの結果から Ce-TZP は石灰化誘導に関
しては Ti と同程度の素材といえる。また、審
美的観点を考えると、白色の Ce-TZP は優れ
たインプラント素材と成り得ることが示唆



された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 
 
(2) 2 型糖尿病モデルラット脛骨へのチタン
インプラント埋入実験 
 
2 型糖尿病モデルラットへのインプラント埋
入は健常ラットと比較し、術後の骨形成が遅
く、Bone-to-implant contact（BIC）値も低い傾
向を示した。この 2 型糖尿病モデルラットに
インプラント埋入後 FGF を投与したところ、
健常ラットと比較して遜色のないレベルま
で骨形成が回復した。BIC 値も健常ラットと
有意差がないレベルまで回復した。このこと
からFGFが2型糖尿病モデルラットの骨形成
能を回復させる効果があることが示された。 
 
 (3) 象牙質シアロリンタンパク質（DSPP）
のスプライスバリアントの発現解析 
 
DSPP mRNA の遺伝子発現量は歯髄先端部
（PT）、歯髄本体部（PB）では非常に低く、
象牙芽細胞（OB）で急激に上昇いた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 
 
DSP-only mRNA の遺伝子発現量は歯髄本体
部（PB）、象牙芽細胞（OB）でほぼ同じであ
ったが、歯髄先端部（PT）では発現が非常に
低かった（図 3）。 
また、象牙芽細胞における２つの mRNA の発
現量は DSPP mRNA が DSP-only mRNA より
も有意に高かった。さらに歯髄からタンパク

質を抽出・分離し、DSPP 由来タンパク質に
ついて調べた結果、DSP は認められたが DPP
は検出されなかった。これらの結果は近年明
らかになりつつある DSPP 由来タンパク質と
歯の石灰化の関係を裏付ける結果となった。
また、DSPP 遺伝子が象牙芽細胞への分化マ
ーカーとして有用であることも示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 
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