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研究成果の概要（和文）：本研究で、感染チタン表面におけるリン酸三カルシウム（β-TCP）
パウダーアブレージョン除染効果と処理後の骨形成タンパク（BMP-2）を担持させたポリ乳酸

グリコール酸共重合体(PLGA)マイクロカプセルによる細胞親和性を評価した。β-TCP パウダ

ーアブレージョンは、細菌の除去効果を発揮した。BMP-2 担持率は、37.5％であった。担持

BMP-2 は、前駆骨芽細胞様細胞のアルカリフォスファターゼ活性を上昇させた。以上より、

β-TCP パウダーアブレージョンによる除染後、担持 BMP-2 は、チタン表面に骨再生を誘導す

ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： The purpose of the present study was to evaluate cell 
biocompatibility and decontamination effect using β-TCP air-abrasion and 
BMP-2-incorporated PLGA microcapsule. β-TCP air abrasion decontamination led to 
microscopically visible alterations of the implant surface, however, it seems have a good 
potential to remove cytotoxic bacterial components from titanium surfaces. BMP-2 
encapsulation efficiency from PLGA microcapsules was 37.5%. BMP-2 incorporated PLGA 
microcapsule elevated alkaline phosphatase activity in preosteoblasts. These results 
obtained suggest that encapsulated BMP-2 induces bone regeneration on titanium surface 
after removing cytotoxic bacterial components by β-TCP air-abrasion. 
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１．研究開始当初の背景 
歯の長期保存と併行して歯周炎治療の残

存歯の咬合力の負担軽減、分散にインプラン
ト治療が取り入れられている。しかし、歯科
インプラントによる咀嚼機能回復の長期成
績が報告されている一方で、インプラント周
囲炎という新たな疾患がクローズアップさ

れてきている。インプラント周囲の支持骨吸
収の原因に感染性の要因が考えられる。イン
プラント周囲の細菌集落の形成と、それに引
き続き起こる炎症反応は歯周炎と類似して
いる。その細菌叢はある特定の細菌すなわち
歯周病原細菌が検出されていることから、口
腔内の天然歯の歯周病診断を怠ってはなら
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ない。 
インプラント周囲炎に対しては、インプラ

ント表面の複雑性、周囲骨との親和性の再獲
得性および喪失した骨の代用骨の問題等か
ら適切な治療法は確立されていないのが現
状である。 

そこで、細菌感染させたチタン表面の脱感
染処理効果を実証し、骨新生作用のある薬物
治療の材料調整が成功すれば、今後のインプ
ラント周囲炎治療の確立に効果的であると
考え、本研究を遂行するに至った。 
 
２．研究の目的 
インプラント周囲炎により失われた歯槽

骨の再生を期待した研究の結果は、歯周組織
に対する再生療法よりも成功率は低いと報
告されている。たとえば、Perddon ら（1994）
は、歯周組織の再生に用いるバリヤメンブレ
ン（遮断膜）で 11％、Schou ら（2003）は
自家骨と遮断膜を応用して 45％の再生を得
たと報告している。この原因として、a. 汚染
チタン表面の脱感染法 b. 汚染面の周囲骨と
の再獲得性 c. 骨代用材の適性が問題に挙
げられる。自家骨移植は、骨誘導、骨伝導、
骨形成のすべてにおいて優れた移植材であ
るが、採取に制限があり、大きな外科的侵襲
を伴う。 

細胞、増殖因子、担体の３要因である組織
工学的手法を応用することは、生じにくい組
織再生を可能にするうえで欠かせない手段
となっている。これらの手法を用いた臨床応
用がすでに皮膚、骨、軟骨、神経、角膜など
の組織でなされているところである。しかし、
歯科インプラントにおいての有用性は、これ
からの研究結果が待たれるところであり、明
らかになっていないのが現状である。 

そこで、本研究は、細菌感染チタン表面に
おける β-TCP パウダーアブレージョン脱感
染処理効果と処理後の骨芽細胞親和性を評
価し、BMP-2 担持マイクロカプセルの骨再
生に与える影響を調べることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）チタンの酸処理 
チタンディスク（径 15mm）を酸処理（48％
H2SO4，60℃，1 時間）後，水洗→超音波洗
浄（20 分）→70％エタノール洗浄→水洗（20
分）→乾燥 
 
（２）細菌培養 
 A..naeslundii (ATCC12104) と 
P.gingivalis (ATCC33277)が、嫌気培養下で
Brain Heart Infusionni に 37℃でそれぞれ
培養された。 
 
（３）汚染チタンの脱感染処理 
A..naeslundii と P.gingivalis をチタンに感

染後、β-TCP パウダーアブレージョン処理、
超音波処理、未処理したものと未感染チタン
の４グループに分けた。 
 
（４）細胞培養 
 マウス由来骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）
が DMEM(10%FBS)を用いて、5%CO2,37℃
条件下にて培養された。４～６代目を本実験
に使用した。 
 
（５）走査電子顕微鏡観察 
チタン試料を化学固定（グルタ－ルアルデヒ
ド固定とオスミウム酸固定）後、通法に従い、
アルコール脱水、ｔ-ブタノール臨界点乾燥 
処理を行った。観察は、イオンスパッタコー
テ ィ ン グ 蒸 着 後 、 走 査 電 子 顕 微 鏡
（JSM-5510LV, JEOL, Tokyo）にて観察した。 
 
（６）BMP-2 担持 poly(lactic-co-glycolic 
acid)（PLGA）マイクロカプセルの作製 
 200mg PLGA5010 をジクロロメタン 2ml
に溶解。0.01％rBMP-2/0.1％BSA200μl を
PLGA 溶解液と混合させた後、超音波処理と
5%polyvinyl alcohol を 用 い た double 
emulsion technique を利用して作製した。 
 
（７）担持 BMP-2 量測定 

BMP-2 担持マイクロカプセルからの
BMP-2 量 を BMP-2 ELISA キ ッ ト
（QuantikineBMP-2®）で測定。 
 
(８)担持 BMP-2 刺激による骨芽細胞分化 
MC3T3-E1 細胞（105cells）を 24 穴プレー

トに播種した。24 時間後、担持 BMP-2
（200ng/ml）で刺激を開始し、刺激開始後
4d,7d,14d,21d 後にアルカリフォスファター
ゼ染色を行った。 
 
４．研究成果 
 チタン表面観察（走査電子顕微鏡像） 
（１） 未感染群と感染未処理群 

 
未感染群     感染群 

       
（２） 感染後アブレージョン処理 
 

 
 
 
 
 



 

 

 
 
（３）β-TCP パウダーアブレージョン処理後
の細胞付着 
   
 
 
 
 
 
 
 
（４） BMP-2 担持マイクロカプセルの開発 

 
１.未担持 PLGA マイクロカプセル  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2. BMP-2 担持マイクロカプセル 

（原型と割断面） 

 
（５） BMP-2 担持マイクロカプセル（111mg）

からの BMP-2 担持量 
 

 

                 
                 

 
（６）アルカリフォスファターゼ染色 

 
     (-)    担持 BMP-2     (+) 
 

 

 

        

 
β-glycerophosphate/Ascorbic acid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(7) BMP-2 担持マイクロカプセル／ゼラチン
複合体の開発 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 (８)まとめ 
 炭酸水素ナトリウムを用いたエアアブレ
ージョンによる感染チタン表面の脱感染処
理効果では、チタン表面にパウダー中の残留
物が付着し、また、チタン表面性状を変化さ
せることから骨の再結合を困難にする。また、
化学薬品などの消毒材は、チタン表面上では
細菌成分を含んだ石灰化物の除去効果はな
いと報告されている。β-TCP パウダーアブレ
ージョンによる細菌感染チタン表面の脱感
染処理効果の報告はまったくない。 

本研究で、β-TCP パウダーアブレージョン
はチタン表面性状を変化させるものの、チタ
ン表面に付着した β-TCP による本来の骨伝
導性が期待され、本研究結果が示すように骨
芽細胞の付着に問題ないことが示された。ま
た、BMP-2 担持マイクロカプセル中の担持

 BMP-2 担持 
マイクロカプセル 

BMP-2 担持率  37.5％ 



 

 

BMP-2 は、未担持のマイクロカプセルに比
べ、多くの多孔性を示すことが割断面で形態
的に観察された。また、BMP-2 担持マイク
ロカプセルは、芽細胞の活性化を誘導できる
ことが明らかになった。 

BMP-2 担持マイクロカプセルは、乾燥状
態では、粒上で操作性が悪いため、ゼラチン
カプセルを加えると粘性が向上し、操作性か
つ保持能が増すことから骨充填材としての
機能を果たすと考えられる。 
 以上より、インプラント周囲炎で汚染され
たチタン表面の脱感染効果と骨の再結合に
β-TCP パウダーアブレージョン処理と
BMP-2 担持マイクロカプセルは有効である
ことが示唆された。また、BMP-2 担持マイ
クロカプセルはゼラチンでコーティング可
能であることから、ゼラチンからの徐放性を
配慮した２層性作用型移植材としての機能
が期待される。 
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