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研究成果の概要（和文）： 組織再生の細胞が内部に入りやすい空隙を多数形成するα-リン酸三カルシウム（α
-TCP）とポリ乳酸グリコール酸共重合体（PLGA）微粒子から成るエマルション骨ペーストを開発し，骨再生材料
としての能力を生体内外で評価した．その結果，エマルション骨ペーストは生体内での硬化で良好な生体親和性
を示し，PLGA添加でより多くの細胞の材料内への侵入を認めた．この新しい骨ペーストを歯周病で失われた骨に
応用できれば，硬化後に周りから大量の細胞が入り込んで，従来の骨移植材以上の再生効果が得られると期待さ
れる．

研究成果の概要（英文）： We developed bone paste using particle emulsion of α-Tricalcium phosphate 
(α-TCP) and Poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA), and evaluated the ability as bone regeneration 
material in vivo and in vitro. As a result, emulsion bone paste showed good biocompatibility in 
vivo, and more cell invasion into the material was observed by PLGA addition. If this new bone paste
 can be applied to periodontal disease, it is expected that a large amount of cells in the 
surrounding will invade the material, and it will be possible to obtain the effect of regeneration 
over conventional bone graft material.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周組織再生　エマルション　骨ペースト　多孔質体　骨増生効果　生体親和性　イングロース　スキ
ャフォールド

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯周病は生活習慣病の一つであり, 歯を失
う原因として増加の一途をたどっている．歯
周病による組織破壊で失われた骨や歯根膜
を治療によって回復することは難しく，現在
いくつかの再生治療が臨床応用されている
が，十分な再生量が得られていないことから，
これまでとは異なるコンセプトを持った治
療法の開発が必要とされている． 
報告者は組織再生において，再生の場とな
るスペース内に細胞が早期に侵入・増殖する
ことが非常に重要であることに注目し，組織
再生での細胞の足場となるスキャフォール
ドの研究開発を行ってきた．そして現在まで
の研究結果から歯周組織の再生には，創傷治
癒の初期に周囲の細胞がスキャフォールド
や歯根表面に大量に侵入・増殖することが重
要であるという考えに至った． 
一方，歯周病が進行した大きな骨破壊では，
歯槽骨の大幅な骨再生が咬み合わせや口腔
内の安定に必要となってくる．大きな骨欠損
の治療には整形外科や口腔外科の分野でブ
ロック状の骨補填材が以前から使われてい
るが，近年，流動性があり，さまざまな欠損
形態に応用できるペースト状の骨補填材（骨
ペースト）が脚光を浴びてきている．そこで
報告者は賦形性の高いこの骨ペーストを歯
周治療へ応用できないかと考えた．しかしな
がら，今までの骨ペーストはただ単に欠損を
埋めることを目的としたものであり，生体内
で硬化した骨ペーストが周囲の骨に完全に
置換し自己組織化するものは得られていな
い．その原因として従来の骨ペーストの硬化
体は内部構造が緻密であるため，周りの細胞
が材料内に侵入しにくくなり，既存骨との生
着が上手くいかないまま徐々に吸収されて
しまうことが挙げられている．骨ペーストが
硬化しても組織再生のスキャフォールドの
ように多量の細胞がイングロースし，周囲既
存骨に完全に置換される骨ペーストが理想
である． 
そこで従来型骨ペーストの低い細胞浸潤性
の問題点を細胞が侵入しやすい多孔質構造
を有する新規骨ペースト材を開発すること
で克服し，歯周病で大きく破壊された歯槽骨
に対する再生効果の可能性を検討した．注目
したのが，先ごろ発表されたコロイド界面科
学を応用した新しいタイプの骨ペーストで
ある．これは水系にて植物油の一種であるヒ
マシ油をα-リン酸三カルシウム（α-TCP）
微粒子や生分解性ポリマーの乳酸グリコー
ル酸共重合体（PLGA）微粒子で分散安定化
したエマルションを生成し，このエマルショ
ンペーストを高湿下で静置することによっ
て自発的に硬化させ，ハイドロキシアパタイ
トからなる多孔質体を得るものである．医療
材料として実績のある成分のみを用い，均一
性に優れた多孔質構造を積極的に構築でき
る骨ペーストであるため，この新しいバイオ
アクティブなエマルション骨ペーストを歯

周組織欠損に充填すれば，再生が起こりにく
い欠損形態でも骨ペーストの硬化後に大量
の細胞が侵入して，スキャフォールド同様か
それ以上の再生効果が得られると期待され
る． 
 
２．研究の目的 
（1）多孔質構造を有する新規骨ペースト材
であるα-TCP/PLGA 微粒子エマルション骨ペ
ーストの調製 
（2）α-TCP/PLGA 微粒子エマルション骨ペー
ストの生体適合性を組織学的に評価 
 
３．研究の方法 
（1）α-TCP/PLGA 微粒子エマルション骨ペー
ストの調製 
α-TCP（粒径 25 ㎛，太平化学産業）と PLGA

（粒径 20-30 ㎛，SIGMA-ALDRICH）の微粒子
をヒマシ油と混和後に純水を添加，超音波を
5 分間照射してエマルション骨ペーストを作
製（図 1）． 

 
 
 
 

 
 
 
 
（2）α-TCP/PLGA 微粒子エマルション骨ペー
ストの生体適合性を組織学的に評価 
① In vitro における評価 
1. 表面構造の観察 
走査型電子顕微鏡（SEM）を用いてエマルシ
ョン骨ペースト硬化体の表面構造の観察を
行った． 
2. 細胞付着性試験 
24 well plate にエマルション骨ペーストを
注入し，温度 37℃，湿度 95％で 7日静置後，
MC3T3-E1 細胞（1.0×104 cell/ml）1ml を所
定の時間培養し，LDH アッセイにより細胞数
を求めた． 
 
② 生体適合性試験 
α-TCP/PLGA 微粒子の混合比は，30wt%α
-TCP + 0wt%PLGA（α-TCP のみ），30wt%α-TCP 
+ 10wt%PLGA （ 10%PLGA ）， 30wt% α -TCP+ 
20wt%PLGA（20%PLGA）の 3種類とし，Wistar
系ラット（10週齢）の背部皮下にエマルショ
ン骨ペースト 0.2mlまたは生体外で完全に硬
化させたエマルション硬化体（直径 7mm，厚
さ 2mm）を埋入した．10日後に生体親和性評
価として組織学的観察と細胞侵入率，イング
ロースした細胞の DNA 量を計測した（DNA 量
計測は骨ペーストのみ・摘出した試料をホモ
ジナイズ処理後，含まれる細胞の DNA 量を測
定）．埋入手術 20 日後には組織学的観察を行
った． 
 
４．研究成果 
（1）In vitro における評価 
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図 1 エマルション骨ペーストの調製 



① 表面構造の観察 
硬化体内部にエマルションをテンプレート 
とした多孔質構造を認めた(図 2)． 
 
 
 
 
 

 
 
 
② 細胞付着性試験 
LDHアッセイにより培養1日後の細胞接着数
に有意差はなかった．エマルション骨ペース
ト硬化体上で細胞の増殖が確認できた． 
 
（2）生体適合性試験 
① エマルション骨ペースト 
埋入 10 日後，20 日後とも試料内部への細胞
や血管のイングロースが観察され，またセラ
ミクス表面に多数の巨細胞が認められた（図
3）．10 日後のエマルション骨ペーストへの細
胞侵入率は，α-TCPのみ，10％PLGAで約50％，
20％PLGA で 80％前後であった． 
10 日後の DNA 量は，α-TCP のみが 24.2 ± 

12.8μg/PCS，10%PLGA が 54.9 ± 43.4μ
g/PCS，20%PLGA が 136.2 ± 27.5μg/PCS で
あり，20%PLGA が最も多く，α-TCP のみと比
べて約 5.6 倍であった（図 4）． 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
② エマルション硬化体 
10 日後の組織学的観察では巨細胞が観察さ
れたが，細胞のイングロースはわずかであっ
た（図 5）．20 日後の組織像は 10 日後とほぼ
同じ所見であった．10 日後のエマルション硬
化体への細胞侵入率は，すべての試料で 10％
程度であった． 

 
 
 
 以上の結果から，エマルション骨ペースト
は生体内での硬化で良好な生体適合性を示
し，PLGA 添加により細胞のイングロースが促
進された． 
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図 3 10日後エマルション骨ペーストの組織像 
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図 4 10 日後エマルション骨ペースト DNA 量計測 
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図5 10日後エマルション硬化体の組織像 
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