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抄録 

ヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチドは，遺伝子組み換え技術によってアルギニン-

グリシン-アスパラギン酸配列を豊富に含み，動物由来成分を含まないバイオマテリアルとして

注目されている．これを顆粒状に成形し（RCP），さらに β 型リン酸三カルシウム（β-TCP）

微粒子を配合した β-TCP/RCP は，良好な生体親和性と骨形成能を示すことが報告されている．

そこで本研究では β-TCP/RCP をビーグル犬に作製した実験的骨欠損部に埋植して歯周組織再

生効果があるかどうかを検討した．術後 8 週におけるマイクロＣＴ画像解析の結果，β-

TCP/RCP 埋植後の新生骨量は対照（ctrl）群と比較して 2.2 倍多く，両群間に有意差を認めた

（Ｐ＜0.05）．組織学的所見から，埋植された β-TCP/RCP の周囲や内部に新生骨様組織の形成

を認め，β-TCP/RCP 埋植によって歯根膜様組織が 2.1 倍多く形成され（Ｐ＜0.05），歯肉退縮

を有意に抑制した（Ｐ＜0.05）．以上より β-TCP/RCP は歯周組織再生材料として有効であるこ

とが示唆された． 

 

 

1.はじめに 

歯周組織再生療法は，歯周炎によって破壊され失われた結合組織性付着や歯槽骨を回復させ

る治療法 1)であり，近年はティッシュエンジニアリングの概念を取り入れた研究開発が盛んに進

められている 2,3)．ティッシュエンジニアリングでは，細胞 4,5)，成長因子 6,7)，スキャフォールド

（足場材）8,9)の 3 つの要素がそろうことで組織再生が起こると考えられている 10)．なかでもス

キャフォールドは，組織再生が起こる際に細胞の定着，増殖，分化を促進する等の重要な役割を

果たす 11,12)．さらに再生の場の確保，血管構築促進，細胞外マトリックスの沈着，増殖因子の担

持，栄養素や老廃物の移動に関して重要な役割があることも知られている 13)．これまで歯周組

織再生効果を示すスキャフォールドとして，コラーゲン，ポリ乳酸，ハイドロキシアパタイト，

β型リン酸三カルシウム（β-TCP）等が報告されているが 14,15)，中でも天然高分子のコラーゲ

ンは優れた生体親和性，生体吸収性，親水性などの特徴を有している 16-18)．これまでに，コラー

ゲンスキャフォールドをイヌ歯槽骨欠損モデルに埋植した結果，高い生体親和性，生体分解吸収

性を示すとともに，歯槽骨，歯根膜，セメント質の再生が促進されたことが報告されている 19,20)． 

しかし，市販のコラーゲンスキャフォールドはウシやブタ等の動物に由来し，外 来病原体 や

抗原性のリスクを有するため，安全な医療材料とは言えないのが現状である 21)．近年ヒトⅠ型

コラーゲン様リコンビナントペプチドが遺伝子組み換え技術を駆使して創製され 22,23)，動物由

来コラーゲンの問題点を解決出来る可能性が示された．ヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナント

ペプチドは，ヒト I 型コラーゲン（α1 鎖）を基に抗原部位を含まないアミノ酸配列設計がされ

ており，酵母によって産生され動物由来成分を含まない（ゼノフリー）ため安全性が高い．また，

天然コラーゲンに比較して，細胞接着に関与するアミノ酸のアルギニン-グリシン-アスパラギン

酸（RGD）配列を多く含有することから 24,25)，生体内での細胞の足場としての効果を強く発揮

できる可能性がある．また天然コラーゲン同様に架橋による加工性を有し，生体吸収性も示され
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ている 26)．これまでに顆粒状に加工したヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチドスキャ

フォールド（RCP）が骨芽細胞様細胞の骨分化マーカー発現を促進したことが報告され 27)，RCP

の骨補填材としての有用性が示されている 27,28)．  

一方で，コラーゲン単独を基材としたスキャフォールドは，バイオセラミクス系材料に比較し

て骨伝導能が低いという欠点がある 29)．そこで，骨形成量を増大するためにコラーゲンと各種

バイオセラミクスを組み合わせる方法が検討されている．Murakami らは, ウシ由来コラーゲン

スキャフォールドに β-TCP のサブミクロン微粒子の配合を行った結果，コラーゲンスキャ

フォールド単独と比較して生体吸収性は損なわず，細胞増殖，タンパク質吸着，骨組織形成など

の生理活性効果を高めることを報告した 30)．さらに Ogawa らは，そのスキャフォールドが，イ

ヌにおける歯周組織再生に有効であることを報告した 31)．またオクタリン酸カルシウムや低結

晶性ハイドロキシアパタイトと動物由来コラーゲンの複合体は優れた骨再生効果が報告されて

いる 32-35)．これらの結果を踏まえ，Furihata らは近年，RCP にβ-TCP サブミクロン微粒子を

配合した骨補填材（β-TCP/RCP）を作製し，β-TCP を配合しない RCP と比較して骨芽細胞

の増殖分化を促進し，in vivo において骨形成が有意に促進されることを示した 27)．そこでβ-

TCP/RCP が骨伝導性と生体吸収性に優れた歯周組織再生材料になり得るのではないかとの仮

説を立てた．本研究の目的は, β-TCP/RCP の歯周組織再生効果を評価することであり，イヌの

下顎に作製した 3 壁性骨欠損へβ-TCP/RCP を埋植し，マイクロＣＴ画像分析ならびに組織学

的に歯周組織再生効果を検討した． 

 

 

2.材料と方法 

2.1 β-TCP/RCP の作製 

ヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチド水溶液 （7.5 %，セルネスト；富士フイルム和

光純薬，大阪)を凍結乾燥し，整粒機 （クアドロコーミル U5；クアドロエンジニアリング社，

ウォータールー，カナダ）によって粒径約 1mm の顆粒状に粉砕した．続いて，142℃で 5 時間

熱架橋し，真空常温乾燥器（DP-43；ヤマト科学，東京）を用いて乾燥して RCP とした（図 1A）．

RCP の大きさは，全自動画像式粒度分布測定装置 （モルフォロギ G3；Malvern Panalytical，モ

ルバーン，イギリス）により質量中央値径(D50)として測定し，平均粒径が約 1ｍｍであることを

確認した．次に β-TCP（β-TCP-100 粉砕物；大平化学工業，大阪）を湿式超高圧微粒化装置

ナノヴェイタ （NVL-AS200-D10；吉田機械興行，愛知）によって粉砕し，水に分散させた．粉

砕後の β-TCP/水分散液に含まれる β-TCP 粒子の体積基準粒度分布は，レーザ回折式粒度分

布測定装置（SALD-2100；島津製作所，京都）を用いてレーザ回折法で測定し，体積平均径が 

0.73μm のサブミクロン粒子であることを確認した．続いて，500μL の β-TCP 分散液（1wt%）

を 100 mg の凍結乾燥された RCP に添加して膨潤させ，β-TCP/RCP とした 27)（図 1B）． 

 

2.2 3 壁性骨欠損の作製と埋植 
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 動物実験は国立大学法人北海道大学動物実験委員会の審査承認を得て実施した（承認番号 19-

84）．実験には，10 カ月齢で体重が約 9〜10kg の 5 頭の健康な雌ビーグル犬（北山ラべス，長

野）を使用した．外科的処置は，ミダゾラム（5.0 mg/mL，ドルミカム；アステラス製薬，東京），

メデトミジン塩酸塩（1.0 mg/mL，ドミトール；日本全薬工業，福島）ブトルファノール酒石酸

塩（5.0 mg /mL，ベトルファール； Meiji Seika ファルマ，東京）の筋注による全身麻酔下で実

施され，さらに術野に対し塩酸リドカイン（20 mg/mL，エピリド配合注；ニプロ，大阪）によ

る局所麻酔を行って実施された．はじめにビーグル犬の左右下顎第四前臼歯を抜歯し（図 1C），

8 週間の抜歯窩治癒期間を設けた．抜歯窩治癒後（図 1D）に同様に全身麻酔および局所麻酔を

行い，歯肉切開後粘膜骨膜弁を剥離し（図 1E），左右下顎第一後臼歯近心に 3 壁性の骨欠損（近

遠心幅×頬舌幅×深さ；5 mm×3 mm×4mm）を，歯科用カーバイドバー（ジーシー，東京）を

回転数 5000rpm で使用して作製した（図 1F）36)．露出した歯根表面はトゥースプレーニング

バー（デンテック，東京）使用して滑沢にした．作製した骨欠損底部に相当する根面に歯科用カー

バイドバーでノッチを作製し，骨欠損底部の位置を記録した．次に作製した骨欠損部にβ-

TCP/RCP を 50mg 埋植してβ-TCP/RCP 群（図 1G）とし，試料を何も埋植しなかった部位を

対照（Ctrl）群とした．β-TCP/RCP 群と Ctrl 群はビーグル犬 1 頭につき 1 部位ずつ（左右第

一後臼歯近心部）設定した．粘膜骨膜弁を復位縫合したのち（図 1H）アンピシリンナトリウム

（200mg/mL，注射用アンピシリンナトリウム NZ；日本全薬工業，東京）を 3 日間投与した．

また，0.5％クロルヘキシジン（ヒビテン；大日本住友製薬，東京）によるプラークコントロー

ルを，観察期間中に週 2 回行った．  

 

2.3 マイクロ CT 撮影と骨形成量評価 

術後 4 週（2 頭）および 8 週（3 頭）に全身麻酔後，埋植部位のデジタル写真撮影を行った（図

2）．その後ペントバルビタールナトリウム（ソムノペンチル；共立製薬，東京）の過剰投与にて

安楽死させ，10%緩衝ホルマリンによる還流固定を行った．歯および周囲組織を含む試料を摘出

し，マイクロ CT（Latheta LCT-200；日立製作所，東京）を用いて，骨欠損部を撮影（撮影条

件：管電圧 50kV，電流 500μA，フィルタなし，スライス厚さ 40μm，回転角 0.1 °）して，骨

の再生状態を観察した．8 週の試料を撮影したマイクロ CT 画像から，画像処理ソフトウェア

（ImageJ；アメリカ国立衛生研究所，ベセスダ，アメリカ）を用いて新生骨量を測定した．作製

した骨欠損が近遠心的に観察できるように調整後，根面の根尖側ノッチを基準として近遠心幅

×深さ；5 mm×4mm を計測範囲とし，頬舌的に 1.2ｍｍの連続画像（画像 30 枚分）の骨梁面

積ピクセル数を測定し，その総和を新生骨量とした． 

 

2.4 組織学的観察 

 試料を 10%エチレンジアミン四酢酸で脱灰し，通法にしたがってパラフィン包埋後，近遠心

方向に薄切して組織切片とした．その後，通法に従ってマッソントリクローム（ＭＴ）染色，酒

石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染色を行った．また免疫組織化学的に，CD3, オステ
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オカルシン（OCN），ペリオスチン（POSTIN）染色を行った．抗原賦活化後，一次抗体のマ

ウス抗 CD3 抗体（Dako Denmark，ネストベズ，デンマーク），マウス抗オステオカルシン抗

体（タカラバイオ，滋賀），ウサギ抗ペリオスチン抗体（Abcam，ケンブリッジ，イギリス）で

一晩インキュベートし，抗原抗体反応部位を，ジアミノベンジジンよって発色した．得られた染

色切片は，光学顕微鏡（NanoZoomer S210 C13239-01；浜松ホトニクス，静岡）にて観察し，

評価を行った． 

 

2.5 組織学的計測 

術後 8 週の MT 染色，および POSTIN 染色画像を用いて，根面ノッチから歯肉頂部までの距

離（歯肉高さ，mm），根面ノッチから新生骨様組織頂部までの距離（新生骨高さ，mm）， 

根面ノッチから付着上皮の最根尖側の位置までの距離（上皮高さ，mm），根面ノッチから

POSTIN 発現組織最上部までの距離（POSTIN 高さ，mm）を，画像処理ソフトウェアを用いて

測定した． 

 

2.6 統計学的分析 

新生骨量，組織学的計測の値は，それぞれ Wilcoxon の順位和検定を用いて危険率 5％で検定

を行った．統計解析はソフトウェアパッケージ（SPSS ver. 11.0、日本 IBM，東京）を使用して

行った． 

 

 

3.結果 

3.1 口腔内所見 

術後 4 週，8 週の埋植部のデジタル写真を図 3 に示す（図 2）．β-TCP/RCP 群，Ctrl 群とも

に手術部位に発赤等の強い炎症所見は肉眼的に観察されなかった．Ctrl 群の歯肉がやや陥凹（図

2 矢印）しているのが観察された． 

 

3.2 マイクロ CT 画像による評価 

術後 4 週，8 週のマイクロＣＴ画像を図 3Ａに示す．4 週において，β-TCP/RCP 群では骨欠

損領域（黄色破線で示す）の内部に既存歯槽骨と連続した不透過性領域を認めたが，骨欠損領域

の一部を占める程度であった．Ctrl 群ではβ-TCP/RCP 群と同様に骨欠損領域に部分的な不透

過性領域が認められたが，骨欠損領域の近心部（近心壁）の既存骨の垂直的な高さがβ-

TCP/RCP 群に比較して低かった． 

8 週においてβ-TCP/RCP 群では骨欠損領域を満たすように既存歯槽骨と連続した不透過性

領域を認め，歯根との間には歯根膜腔様の空隙が存在し，骨欠損領域近心壁も垂直的高さを維持

していた．一方，Ctrl 群では 4 週に比較して不透過性が亢進していたが，4 週と同様に骨欠損領

域近心壁が減少した． 
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 術後 8 週における新生骨量（×104  pixel）の平均値と標準偏差は，β-TCP/RCP 群では 12.9

±3.5，Ctrl 群では 6.0±2.1 であった．β-TCP/RCP 群の新生骨量は，Ctrl 群と比較して約 2.2

倍多く，両群間には有意差がみられた（P＜0.05）（図 3B）．  

 

3.3 組織学的観察（術後 4 週） 

術後 4 週のβ-TCP/RCP 群の MT 染色，OCN 染色の結果を図 4 に示す．骨欠損部にβ-

TCP/RCP の残留が認められ，既存歯槽骨（図 4A, PB）から連続して新生骨様組織（図 4A, NB）

が形成されているのが観察された．上皮の down-growth はほとんどなく、セメントーエナメル

境付近にとどまっていた（図 4B 矢印）．β-TCP/RCP を取り囲むように新生骨様組織が観察さ

れ，β-TCP/RCP の内部では赤染された RCP が網目構造を形成していた．網目内にも青染する

骨様組織が存在した．β-TCP 粒の残留は観察されなかった（図 4Ｃ）．一方で，歯肉溝や歯肉結

合組織に近接したβ-TCP/RCP 顆粒への骨様組織形成は認められなかった（図 4D）．歯根表面

には線維性結合組織（図 4E, FT）を認めたが，セメント質形成やシャーピー線維を伴う歯根膜

様組織は認められなかった（図 4E）．OCN 染色の結果，β-TCP/RCP の内外部に見られる骨様

組織周囲に，OCN 陽性細胞が観察された（図 4F 矢印）． 

術後 4 週のβ-TCP/RCP 群の TRAP 染色，CD3 染色，POSTIN 染色の結果を図 5 に示す．

TRAP 染色の結果，骨様組織周囲に赤染した TRAＰ陽性細胞が認められたが，β-TCP/RCP の

周囲や内部では TRAＰ陽性細胞がほとんど認められなかった（図５A，B，C）．CD3 染色の結

果，歯肉溝に近接する歯肉結合組織内に CD3 陽性細胞（褐色）が認められた（図 5E 矢印）．し

かしβ-TCP/RCP 周囲ではほとんど認められなかった（図 5Ｄ，E，F）．POSTIN 染色の結果，

既存の歯根膜から連続するように歯根と新生骨様組織間に発現（褐色）が認められた（図 5G）．

根尖側では新生骨様組織周囲に多く発現していた（図 5H）．歯冠側では根尖側より発現が弱かっ

た（図 5I）．  

術後 4 週の Ctrl 群の MT 染色，OCN 染色の結果を図 6 に示す．MT 染色では骨欠損部に既

存骨と連続した新生骨様組織と歯肉結合組織がみられ，新生骨様組織は骨梁が密であった（図

6A）．上皮は欠損中央部付まで down-growth し（図 6B 矢印），歯根膜様組織やセメント質の形

成は認められなかった（図 6B）．OCN 染色では，β-TCP/RCP 群と同様に骨様組織周囲に OCN

陽性細胞を認めた（図 6C 矢印）．  

 術後 4 週の Ctrl 群の TRAP 染色，CD3 染色，POSTIN 染色の結果を図 7 に示す．TRAP 染

色では，新生骨様組織表面に TRAＰ陽性細胞が散在していた（図 7A，B）．CD3 染色では，歯

肉溝付近に CD3 陽性細胞が認められたが，新生骨様組織周囲ではほとんど認められなかった

（図 7C，D 矢印）．POSTIN 染色では，歯根と骨様組織の間に発現が認められた（図 7E，F）

が，上皮の down-growth がみられる歯冠側の歯肉結合組織においては，発現がほとんど見られ

なかった（図 7G）． 

 

3.4 組織学的観察（術後 8 週） 
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術後８週のβ-TCP/RCP 群の MT 染色，OCN 染色の結果を図 8 に示す．MT 染色では，4 週

と同様に，骨欠損内にβ-TCP/RCP が認められた．上皮の down-growth は歯頸部にとどまって

いた．歯根と新生骨間には既存の歯根膜から連続する歯根膜様組織が認められた（図 8A）．β-

TCP/RCP 顆粒の内外部に新生骨様組織が観察され，4 週に比較して血管も多く認められた（図

8B）．また，歯肉結合組織内にもβ-TCP/RCP が認められ，顆粒内部に線維性結合組織が入り込

んでいた（図 8C）．歯根膜様組織は細胞に富み，血管も多く観察されたが、明瞭なセメント質の

添加は認めなかった（図 8D）．OCN 染色では 4 週と同様に，β-TCP/RCP の内外部に見られ

る骨様組織周囲に OCN 陽性細胞が観察された（図 8E 矢印）． 

術後 8 週のβ-TCP/RCP 群の TRAP 染色，CD3 染色，POSTIN 染色の結果を図 9 に示す．

TRAP 染色では，歯肉結合組織との境界部，歯根膜様組織の骨側，β-TCP/RCP 周囲に TRAP

陽性細胞が散在していた（図 9A，B，C）．CD3 染色では，4 週と同様に遊離歯肉の結合組織内

に CD3 陽性細胞が認められた（図 9E 矢印）が，β-TCP/RCP 周囲ではほとんど観察されなかっ

た（図 9F）．POSTIN 染色の結果，既存の歯根膜から連続して歯根と新生骨様組織の間に発現が

認められた（図 9G）．根尖側ならびに歯冠側において，歯根から新生骨様組織へ斜走する線維様

の発現を認めた（図 9H 矢印，Ｉ矢印）． 

術後 8 週の Ctrl 群の MT 染色，OCN 染色の結果を図 10 に示す．MＴ染色によると，骨欠損

部には既存骨と連続した新生骨様組織が見られ，4 週に比較して骨梁は太く密になっていた（図

10A）．OCN 染色では，4 週同様に骨様組織周囲に OCN 陽性細胞を認めた（図 10B 矢印）． 

 術後 8 週の Ctrl 群の TRAP 染色，CD3 染色，POSTIN 染色の結果を図 11 に示す．TRAP 染

色では，歯根膜様組織が結合する骨の表面や新生骨様組織周囲に散在していた（図Ａ，Ｂ，Ｃ）．

CD3 染色では，歯肉溝付近に CD3 陽性細胞が認められ（図 11E 矢印），新生骨様組織周囲には

ほとんど認められなかった（図 11D）．POSTIN 染色の結果，β-TCP/RCP 群と同様に歯根と

新生骨様組織間に発現が認められた（図 11F）．しかし歯冠側の歯根近接領域では発現は不明瞭

だった（図 11G）．  

 

3.5 組織学的計測評価 

術後 8 週における組織学的計測結果を図 12 に示す．β-TCP/RCP 群および Ctrl 群の歯肉高

さは 6.8±0.9，5.3±0.2，新生骨高さは 2.2±0.2，1.3±0.2，上皮高さは 3.7±0.2，2.7±0.5，

POSTIN 高さは 2.8±1.0，1.4±0.2 であった．β-TCP/RCP 群の歯肉高さ，新生骨高さ，上皮

高さ，POSTIN 高さは Ctrl 群と比較してそれぞれ約 1.3 倍，約 1.7 倍，約 1.3 倍，約 2.1 倍高

く，すべてのパラメーターにおいて両群間に有意差を検出した（P＜0.05）． 

 

 

4 考察 

4.1 β-TCP/RCP による骨再生メカニズム 
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 術後 8 週のマイクロ CT 画像分析から，β-TCP/RCP 群は Ctrl 群と比較して有意に多い新生

骨量（不透過性領域）を示した（図 3A，Ｂ）．また，不透過領域は MT 染色による新生骨様組織

領域と概ね一致していた．さらに組織学的計測からβ-TCP/RCP 群は Ctrl 群と比較して新生骨

高さが有意に高かった（図 12B）．以上のことから，β-TCP/RCP の埋植は骨再生を促進したと

考えられた．Furihata らはβ-TCP/RCP と骨芽細胞様細胞を共培養すると，骨形成マーカーで

ある Runt 関連転写因子 2（Runx2），アルカリフォスファターゼ，骨シアロタンパクの mRNA

発現を促進し，同時にインテグリンβ1 の発現も刺激したことを報告している 27)．インテグリン

を介した I 型コラーゲン等の細胞外基質への細胞接着は，Focal adhesion kinase，並びにその下

流の Bone morphogenetic protein (BMP) -smad シグナルを活性化し，骨芽細胞分化促進に関与

することが知られている 37)．Verstappen らは，RGD で修飾された材料にインテグリンを介し

て骨芽細胞が接着することで骨芽細胞の増殖分化が促進され，RGD 修飾されていないものと比

較して，骨形成マーカーである Runx2，オステオポンチン（OPN）等の骨形成マーカーの発現

が多かったことを報告している 38)．β-TCP/RCP は遺伝子工学的手法によって多くの RGD 配

列を保有することから 24,25)，インテグリンを介した細胞接着が多く発生して骨芽細胞分化が促

進され，β-TCP/RCP 埋植部の骨再生が促進されたと考えられた．またβ-TCP/RCP はサブミ

クロンに調整したβ-TCP が添加されている．β-TCP から放出されるカルシウムイオン，リン

酸イオンは骨形成に関与するとの報告があり 39,40)，Chang らは，カルシウムイオンとリン酸塩

濃度の上昇が骨形成を促進することを明らかにしている 41)． Dvorak らは，細胞外カルシウム

濃度の上昇は骨芽細胞増殖を促進し，OCN，OPN 等の骨形成マーカー発現を上昇させると報告

し 42)，また，Kanatani らは，無機リン酸塩の濃度が上昇すると破骨細胞の分化と骨吸収活性を

阻害することを報告している 43)．本研究でも，4 週のβ-TCP/RCP 埋植部の新生骨様組織形成

が見られる部位に TRAP 陽性の破骨細胞の発現はほとんど見られなかった（図 5C）．一方，術

後 8 週では多くの発現を確認した（図 9A，B，C）．したがって過去の報告 43)のように早期にβ

-TCP サブミクロン微粒子から大量に放出されたリン酸イオン濃度上昇による破骨細胞の分化，

骨吸収活性の阻害が起こり，骨再生量の増加につながった可能性がある．またこれまでに，コ

ラーゲンスポンジにβ-TCP サブミクロン微粒子を配合することで，タンパク質吸着の増加 31)や

細胞付着増殖の増加 30)が起こることが示され，これらはマテリアル表面積の増加によるものと

考察されている．以上のことから，β-TCP サブミクロン微粒子の配合は RCP の骨形成能をさ

らに上昇させた可能性がある． 

 

4.2 β-TCP/RCP による再生の場の確保 

歯周組織再生療法においては一般に，骨組織よりも再生速度の速い上皮 44)の down-growth を

抑止して，骨が形成されるまでの再生空間を維持することが重要であると考えられている 45,46)．

本研究の 4 週のマイクロ CT 画像では，β-TCP/RCP 群と Ctrl 群ともに欠損の歯冠側に透過像

を認めた（図 3A）．しかし 4 週の組織学的観察では，β-TCP/RCP 群では骨欠損内をβ-TCP/RCP

が満たしているのに対し，Ctrl 群では欠損の大部分に歯肉結合組織を認めた．さらに Ctrl 群は
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上皮の down-growth が生じ，また外科的に作製した骨欠損の近心壁の高さを維持できていな

かった（図 4，6）．したがってβ-TCP/RCP を埋入することで，4 週時点ではいまだ骨再生が不

十分であるものの，上皮の down-growth を抑止して再生空間を維持できたと推察された．また，

組織学的計測からβ-TCP/RCP 群は Ctrl 群と比較して，上皮高さが有意に高かった（図 12C）

ことからもポケット上皮の down-growth を抑止できていることが裏付けられた．また埋植後 8

週の組織像において，歯肉結合組織内にβ-TCP/RCP が多数見られた（図８C）．このことはβ

-TCP/RCP の親和性が骨組織に対して良好であるだけでなく，歯肉組織に対しても良好である

ことを示唆している．これまでにヒトⅠ型コラーゲン様リコンビナントペプチドは様々な細胞

の増殖を促進することが報告されている．Muraya らは 本ペプチドによる間葉系間質細胞の細

胞増殖促進 47)を，Naritomi らは滑膜間葉系細胞の増殖を報告している 48)．しかし一方で，歯肉

結合組織内にβ-TCP/RCP がみられることは，β-TCP/RCP の周囲に骨組織がある場合にのみ

骨再生が起こることを示唆しており，異所性に骨再生を起こす能力はないと考えられ，重度歯周

炎など骨吸収が大きいケースでは大量の骨再生を誘導できない可能性がある．近年足場材に未

分化の間葉系幹細胞 59,50)や増殖因子を併用 51)して骨再生を促進する試みが行われており，β-

TCP/RCP も骨再生量の増大のために細胞，増殖因子の併用が望まれ，今後検討されるべきであ

ろう． 

 

4.3 β-TCP/RCP による歯周組織再生 

 歯根膜は正常な歯周組織において，歯根表面のセメント質と歯槽骨の間を結びつけ咀嚼に大

きく関与する重要な構造であり，歯槽骨と同時に歯周組織再生療法において再生を達成すべき

組織である 52,53)．骨を強力に再生するバイオマテリアルを埋入すると，歯根膜が形成されずに新

生骨と歯根との癒着（アンキローシス）を認める場合がある．例えば Takahashi らは，BMP を

ネコ歯根分岐部に埋植して骨再生を強力に誘導した結果，アンキローシスが発生することを報

告した 53)．しかし本研究ではβ-TCP/RCP 群においてアンキローシスは認められなかった．さ

らに本研究の POSTIN 染色の結果より，β-TCP/RCP 群では 4 週から歯根に沿って POSTIN

陽性の線維性組織の構築が認められた（図 5Ｇ，9Ｇ）．一方 Ctrl 群では上皮の down-growth や

歯肉退縮（図 2，図 12A）がおこり POSTIN の発現も少なかった．POSTIN は骨膜および歯根

膜で多く発現される分泌型マトリセルラータンパク質であり 54,55)，歯根膜再生のマーカーとし

て用いられている 56-58)．したがって POSTIN 陽性部位は歯根膜あるいはその前駆組織である可

能性があり，その存在は歯根膜再生を示唆するものである．本研究では，POSTIN 高さがβ-

TCP/RCP 群において Ctrl 群より有意に高かった（図 12D）．これらの結果はβ-TCP/RCP が

歯根膜再生能を有する可能性を示唆するものである．一方で歯根膜再生には歯根面の線維のア

ンカーであるセメント質の再生も重要な因子である 59)が，本研究では明確なセメント質形成は

認められなかった．しかし本研究では埋植後 8 週においてもβ-TCP/RCP は再生の場に残存し

ていることから，さらなる歯周組織再生効果が得られる可能性があり，長期的な検討が必要であ

る． 
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4.4 β-TCP/RCP の生体分解吸収と起炎性 

 歯周組織再生用材料は，埋植部位が口腔内に近接しているため，常に口腔内細菌による感染の

リスクがある 60)．したがって，速やかに生体内で分解吸収され，組織に置き換わる特性を有する

べきである．Ogawa らはイヌ骨欠損部にβ-TCP を配合した子牛由来コラーゲンスポンジを埋

植し，4 週間で完全に吸収されたと報告している 31)。本研究では 8 週において，徐々にβ-

TCP/RCP のスポンジ構造が疎になり分解吸収を受けていることが想像できるが，完全に消失し

なかった（図 8B，C）．これはβ-TCP/RCP の吸収が，Ogawa らによって報告されたβ-TCP 配

合コラーゲンよりも遅いことを示唆するものである．上述の子牛由来コラーゲンスポンジは完

全連通孔構造であり，一方 RCP は内部にスポンジ構造を有するが連通が不完全であるため，細

胞が早期から内部に侵入しづらいため吸収が遅いものと思われた 27)．また Nishida らは子牛由

来コラーゲンスポンジの吸収をラット背部皮下で観察した結果，多核巨細胞を多数認めたこと

を報告している 61)が，本研究ではβ-TCP/RCP 周囲に多核巨細胞をほとんど認めなかった．

Furihata らはβ-TCP/RCP の吸収が単核の CD68 陽性マクロファージによって行われているこ

とを示唆した 27)が，コラーゲンの吸収はコラゲナーゼを原因とする場合もあり 62)，β-TCP/RCP

の歯周組織再生における吸収動態については更なる詳細な検討が必要であると思われた．しか

しβ-TCP/RCP の 8 週にわたる残留によって肉眼的にも組織学的にも強い炎症性細胞浸潤など

の負反応は認められず，CD3 陽性細胞 63)のβ-TCP/RCP に対しての集積もほとんど見られな

かった．RCP は天然コラーゲンの抗原部位を除外した設計の材料であり，本研究でも起炎性の

低さが実証された．また，バイオセラミクスであるハイドロキシアパタイトやβ-TCP は，非吸

収性である場合や 64)，吸収されるが生体内で半年以上の残留を示し組織置換を阻害する報告が

ある 65,66)．本研究でも骨形成の促進を目的としてβ-TCP を添加しているが，吸収が円滑に進む

ようサブミクロンサイズに調整したものを使用しており，組織学的にもβ-TCP の残留は認めな

かった．これは Murakami ら 30)や Ibara ら 67)の報告と一致しており，本研究のβ-TCP の残留に

よる歯周組織再生への長期的影響はないものと考えられる． 

 

 

5.結論 

 本研究ではβ-TCP/RCP をビーグル犬の実験的骨欠損部に埋入して，歯周組織再生効果を評

価した．その結果，術後 8 週の新生骨量は，β-TCP/RCP 群が Ctrl 群に比較して 2.2 倍多く，

両群間に有意差を認めた．組織学的所見から，β-TCP/RCP の埋植部位に新生骨様組織が形成

され，歯根膜を再生させる可能性も示した．さらに組織学的計測から，β-TCP/RCP 群が Ctrl

群に比較して歯肉高さ，新生骨高さ，上皮高さ，POSTIN 高さにおいてそれぞれ 1.3 倍，1.7 倍，

1.3 倍，2.1 倍高く，両群間に有意差を認めた．以上のことから，β-TCP/RCP は歯周組織再生

材料として有効であることが示唆された． 
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図 1 β-TCP/RCP の調整並びに外科手術方法のデジタル写真 

A：RCP．B：β-TCP/RCP．C：第四前臼歯抜歯時．D：抜歯後 8 週の顎堤粘膜．E：粘膜骨

膜弁剥離時．F：骨欠損作製時．G：骨欠損部へのβ-TCP/RCP 埋植時．H：粘膜骨膜弁復位縫

合時．スケールバー；5ｍｍ． 
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図 2 外科手術後の口腔内デジタル写真 

術後 4 週，8 週におけるβ-TCP/RCP 群，Ctrl 群の埋植部位の口腔内写真．Ctrl 群において

歯肉陥凹部を観察した（黄色矢印）．スケールバー；5ｍｍ． 
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図 3 マイクロ CT 画像分析 

A：術後 4 週，8 週におけるβ-TCP/RCP 群，Ctrl 群のマイクロ CT 画像．黄色破線は骨欠損

概形を示す．スケールバー；2ｍｍ．Ｂ：新生骨量（N＝3，平均+標準偏差）．統計分析方法：

Wilcoxon の順位和検定，*P＜0.05．  
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図 4 β-TCP/RCP 群 4 週の MT および OCN 染色 

A- E；MT 染色像．A：骨欠損部全体像．B：内縁上皮（矢印）．C：β-TCP/RCP と新生骨様

組織．D：歯根付近の β-TCP/RCP．E：歯根付近の線維性結合組織．F；OCN 染色像．β-

TCP/RCP と新生骨様組織周囲にＯＣＮ陽性細胞（矢印）を認めた．B，C，D，E は b，c，

d，e のフレーム領域における高倍率画像を示す．スケールバー；A：2mm，B，Ｄ：500µm，

C：200µm， E：100µm，F：50µm． 

略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，MT：マッソントリクローム，NB：

新生骨様組織，OCN：オステオカルシン，PB：既存骨，R：歯根．  

図4

A B

F

C

c

PB

NB

NB

NB

NB

NB

E

D

d

b

β-TCP/RCP

β-TCP/RCP

β-
TCP/RCP

β-TCP/RCPβ-TCP/RCP

FT

NB

NB

R

R

R

e

NB

GCT

GCT

PB

NB



20 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 β-TCP/RCP 群 4 週の TRAP，CD3，POSTIN 染色 

A-C；TRAP 染色像．A：骨欠損部全体像．B：新生骨様組織付近．C：β-TCP/RCP 付近．

D-F：CD3 染色像．D：骨欠損部全体像．E：歯肉溝付近．CD3 陽性細胞（矢印）を認めた．F：

β-TCP/RCP 付近．Ｇ-Ｉ；POSTIN 染色像．G：骨欠損部全体像．H：根尖側歯根付近．I：歯

冠側歯根付近．B，C，Ｅ，Ｆ，Ｈ，Ｉはそれぞれ b，c，e，f，h，i のフレーム領域における高

倍率画像を示す．スケールバー；A，D，G：2mm，B，C：500µm，E，F：100µm，H，I：50µm．

黄色破線は骨欠損部概形を示す．  

略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，NB：新生骨様組織，PB：既存骨，

POSTIN：ぺリオスチン，R：歯根，TRAP：酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ染色． 
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図 6  Ctrl 群 4 週の MT および OCN 染色 

A，B；MT 染色像．A：骨欠損部全体像．B：内縁上皮（矢印）．C；OCN 染色像．新生骨様

組織周囲にＯＣＮ陽性細胞（矢印）を認めた．B は b のフレーム領域における高倍率画像を示

す．スケールバー；A：2mm，B：500µm，C：50µm．  

略語の説明；GCT：歯肉結合組織，MT：マッソントリクローム，NB：新生骨様組織，OCN：

オステオカルシン，PB：既存骨，R：歯根． 
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図 7  Ctrl 群 4 週の TRAP，CD3，POSTIN 染色 

A，B；TRAP 染色像．A：骨欠損部全体像．B：新生骨様組織付近． C，D：CD3 染色像．C：

骨欠損部全体像．D：歯肉溝付近．CD3 陽性細胞（矢印）を認めた．E-G；POSTIN 染色像．

E：骨欠損部全体像．F：根尖側歯根付近．G：歯冠側歯根付近．B，D，F，G は b，ｄ，f，g の

フレーム領域における高倍率画像を示す．スケールバー；A，C，E：2mm，B，D，F，G：200µm．

黄色破線は骨欠損部概形を示す．  

略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，NB：新生骨，PB：既存骨，POSTIN：

ぺリオスチン，R：歯根，TRAP：酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ染色． 
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図 8 β-TCP/RCP 群 8 週の MT および OCN 染色 

A-D；MT 染色像．A：骨欠損部全体像．B：β-TCP/RCP と新生骨様組織．C：歯肉結合組織

内のβ-TCP/RCP．D：歯根膜様組織．E；OCN 染色像．新生骨様組織周囲にＯＣＮ陽性細胞

（矢印）を認めた．B，C，D は b，c，d のフレーム領域における高倍率画像を示す．スケール

バー；A：2mm，B，C：200µm，D：100µm，E：50µm． 

略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，MT：マッソントリクローム，NB：

新生骨様組織，OCN：オステオカルシン，PB：既存骨，R：歯根． 
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図 9 β-TCP/RCP 群 8 週の TRAP，CD3，POSTIN 染色 

 A-C；TRAP 染色像．A：骨欠損部全体像．B：新生骨様組織付近．C：β-TCP/RCP 付近． 

D-F：CD3 染色像．D：骨欠損部全体像．E：歯肉溝付近．CD3 陽性細胞（矢印）を認めた．F：

β-TCP/RCP 付近．Ｇ-Ｉ；POSTIN 染色像．G：骨欠損部全体像．H：根尖側歯根付近．斜走

線維様の発現（矢印）を認めた．I：歯冠側歯根付近．斜走線維様の発現（矢印）を認めた．B，

C，E，F，H，I は b，c，e，f，h，i のフレーム領域における高倍率画像を示す．スケールバー；

A，D，G：2mm，B，C，E，F：200µm，H，I：100µm．黄色破線は骨欠損部概形を示す．  

略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，NB：新生骨様組織，PB：既存骨，

POSTIN：ぺリオスチン，R：歯根，TRAP：酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ染色． 
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図 10 Ctrl 群 8 週の MT および OCN 染色 

A；MT 染色像．A：骨欠損部全体像．B；OCN 染色像．新生骨様組織周囲にＯＣＮ陽性細胞（矢

印）を認めた．スケールバー；A：2mm，B：50µm． 

 略語の説明；GCT：歯肉結合組織，MT：マッソントリクローム，NB：新生骨様組織，OCN：

オステオカルシン，PB：既存骨，R：歯根． 
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図 11  Ctrl 群 4 週の TRAP，CD3，POSTIN 染色 

A-C；TRAP 染色像．A：骨欠損部全体像．B，C：新生骨様組織付近．D，E：CD3 染色像．D：

骨欠損部全体像．E：歯肉溝付近．CD3 陽性細胞（矢印）を認めた．F，G；POSTIN 染色像．

F：骨欠損部全体像．G：根尖側歯根付近．B，C，Ｆ，Ｇはｂ，ｃ，ｆ， g のフレーム領域にお

ける高倍率画像を示す．スケールバー；A，D，F：2mm，B，C，E，G：200µm．黄色破線は骨

欠損部概形を示す．  

 略語の説明；FT：線維性結合組織，GCT：歯肉結合組織，NB：新生骨様組織，PB：既存骨，

POSTIN：ぺリオスチン，R：歯根，TRAP：酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ染色． 
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図 12 組織学的計測 

A：歯肉高さ（mm），B：新生骨高さ（mm），C：上皮高さ（mm），D：POSTIN 高さ（mm），

（すべて N＝3，平均+標準偏差）．統計分析方法：Wilcoxon の順位和検定，*P＜0.05． 

 略語の説明；POSTIN：ペリオスチン． 
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