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緒言 

 

接着性レジンは、そのすぐれた歯質接着能に基づいて高い封鎖性が得られる

点から、最近は、破折歯根の接着や逆根管充填など、歯周組織と接触するような

状況においても臨床使用されるようになってきた 1-6)。しかし、レジン系材料は、

生体組織の治癒を促進する作用を元来備えていないため、適用したレジンと再

生組織との結合が不十分となったり、本来の組織とは異なる形態の治癒が引き

起こされる場合があること等が問題視されている 7-10)。したがって、前述のよう

な治療の成績を向上させるためには、接着性レジンに組織再生誘導能を付与す

ることが有用であると考えられる。 

このような背景のもと、Imazato ら 11)は、成長因子を担持させたキャリアをレ

ジンマトリックス部に組み合わせることで、歯質の接着封鎖を達成すると同時

に、周囲組織の治癒を促進する効果を発揮する新規の接着性レジンを開発する

ことを発案した。組織再生を目的とした成長因子の徐放用担体としては、これま

でに、ゼラチン 12-15)や多糖 16-18)などが開発され、その一部はすでに医科領域で

臨床応用されている。しかしながら、これらの担体は生体分解性であり、薬剤の

溶出とともにそれ自身が分解するため、接着性レジンと組み合わせると経時的

な物性の低下を招き、接着材としての本来の基本的特性が損なわれることが懸

念される。そこで、歯科修復用レジン系材料への適用を念頭に置いた非生体分解

性 の 薬 剤 徐 放 用 キ ャ リ ア と し て 、 新 た に poly(2-hydroxyethyl 

methacrylate/trimethylolpropane trimethacrylate) (polyHEMA/TMPT) 粒子が開発さ

れた 11, 19, 20)。そして、Takeda ら 20)は、このポリマー粒子に成長因子である

Fibroblast growth factor-2（FGF-2）を担持させると、粒子からの持続的な FGF-2



4 
 

徐放が可能であり、その徐放効果によって骨芽細胞様細胞の増殖が促進される

ことを明らかにした。 

本研究では、この FGF-2 担持 polyHEMA/TMPT 粒子を市販の接着性レジンに

配合し、組織再生誘導能を備えた新規の接着性レジンを創製することを目的と

した。ただし、Takeda らが試作した FGF-2担持粒子 20)は湿潤状態であるため操

作性が悪く、また基本的に疎水性であるレジン系材料とそのまま組み合わせる

ことは困難である。そこで、FGF-2 担持 polyHEMA/TMPT 粒子の操作性を向上

させ、レジンに適用可能な素材とするための手法として、凍結乾燥処理に着目し

た。凍結乾燥は、凍結した溶液から水分を昇華させて乾燥させる技術であり、加

熱乾燥に比べ穏和な条件で乾燥処理が進む。そのため、溶液状態で物理・化学的

に不安定なタンパク質の保存や濃縮に適しており 21-23)、FGF-2 を担持させた本

粒子に対しても、タンパク質である FGF-2 の活性を維持しつつ、粒子の形態を

損なわずに乾燥させる方法として適用できるものと期待できる。 

すなわち本研究では、まず、FGF-2 を担持させた polyHEMA/TMPT 粒子に凍

結乾燥処理を施し、FGF-2溶出性および細胞増殖促進作用を評価して、凍結乾燥

粒子の有効性を検証した。その後、凍結乾燥した FGF-2 担持粒子を市販の 4-

methacryloyloxyethoxy carbonylphthalic anhydride（4-META）/methyl methacrylate

（MMA）系接着性レジンに添加し、その組織再生誘導効果を in vitro および in 

vivoで評価した。さらに、FGF-2担持粒子の配合が接着性レジンの物性に与える

影響を評価し、試作レジンの臨床応用の可能性について検討を行った。 
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実験I．凍結乾燥FGF-2担持粒子の作製とin vitroにおける評価 

 

1) 目的 

 FGF-2 を担持させた polyHEMA/TMPT 粒子に凍結乾燥処理を施し、FGF-2 溶出

性および細胞増殖促進作用を評価することを目的とした。 

 

2) 実験方法 

①polyHEMA/TMPT 粒子の作製 

 原料として、HEMA（純度 97.6%、東京化成、東京）と三官能基を有する架橋性

モノマーである TMPT（純度 94.8%、新中村化学、和歌山）を用いた（図 1）。HEMA

と TMPT を重量比で 90：10 の割合で混和し、過酸化ベンゾイルを 0.5%濃度で加

えて 120℃で 2 時間加熱重合した。さらに、-0.1 MPa の減圧下で、120°C で 16 時

間重合を行った後、得られた硬化体をハンマー式粉砕機（MF10 basic S1、IKA、

Staufen、Germany）にて粗粉砕した。続いて、遊星回転ボールミル（LP-1、伊藤製

作所、東京）にて細かく粉砕し、目開きが 500 µm と 300 µm の篩を使用して分級

操作を行い、最終的に平均粒径が約 590 µmのポリマー粒子を得た（図 2）。 

未重合モノマーを除去するため、得られたポリマー粒子を滅菌蒸留水に浸漬し、

24 時間攪拌した後、蒸留水を新しいものに交換して再度 24 時間攪拌・洗浄した。

これを 9日間繰り返し、その後、60°C に設定したオーブン（FS-695、ADVANTEC、

東京）中で 24時間乾燥させた。 

 

②凍結乾燥処理が粒子の形態と細胞親和性に及ぼす影響の検討 

作製した polyHEMA/TMPT 粒子に FGF-2を担持させる前に、凍結乾燥処理が粒

子の形態と細胞親和性に及ぼす影響について検討した。ポリマー粒子 30 mg を滅
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菌蒸留水 30 µLに 24 時間浸漬後、-80°C で 12時間予備凍結し、凍結乾燥装置（JFD-

310、日本電子、東京）を用いてさらに 12 時間の凍結乾燥処理を施した。真空蒸

着装置（SC-701，サンユー電子、東京）により粒子に金蒸着を施して、走査電子顕

微鏡（JSM-6510LV、日本電子、以下 SEM）を用いて加速電圧 5 kVで粒子の表面

性状を観察した。 

細胞親和性の評価には、マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1

（Riken Cell Bank、茨城）を用いた。10%ウシ胎児血清（SAFC Biosciences、KS、

USA、以下 FBS）と 100 units/mLペニシリン（Invitrogen、CA、USA）、ならびに

100 µg/mL ストレプトマイシン（ Invitrogen）を添加した α-Minimum Essential 

Medium（Invitrogen）（以下 α-MEM 培地）を用いて 1×105 cells/mLのMC3T3-E1細

胞懸濁液を調製し、48穴のカルチャープレート（AGC TECHNO GLASS、静岡）

のウェルに 200 µL を播種した。そこに、凍結乾燥を行ったポリマー粒子 5 mg を

入れ、37°C、5% CO2 下にて 48 時間培養を行った。その後、LIVE/DEAD® 

Viability/Cytotoxicity Kit（ThermoFisher、MA、USA）を用いて、生細胞を Calcein 

AM、死細胞を Ethidium homodimer-1（EthD-1）で染色（以下 LIVE/DEAD 染色）

し、蛍光顕微鏡（TE2000、NIKON、東京）にて、生細胞を 475 nm、死細胞を 559 

nm の波長で観察した。 

 

③ 凍結乾燥 FGF-2 担持粒子の作製と FGF-2溶出性の検討 

 Takedaら 20)の方法に準じて、polyHEMA/TMPT 粒子に FGF-2 を担持させた。

すなわち、ポリマー粒子 30 mgを、30 µLの FGF-2水溶液（Fiblast、500 µg/mL、

科研製薬、東京）に浸漬し、室温下で 24 時間保管後、滅菌蒸留水で洗浄した。

その後、上記②で記載したのと同様にして、-80°C で 12 時間予備凍結を行った

後、さらに 12時間の凍結乾燥処理を施した。 
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凍結乾燥した FGF-2 担持粒子 30 mg を滅菌蒸留水 200 µL に浸漬し、15、30

分、1、3、6、12時間、1、2、4、7、10、14 日後に新たな滅菌蒸留水 200 µLに

交換しながら、溶出サンプルを採取した。溶出サンプル中の FGF-2 の濃度測定

には、BCAアッセイ（Micro BCA Protein assay Kit、Invitrogen）を用いた。採取

したサンプル 150 µL と同量の working reagent を加えて 30 秒間振とうした後、

37°C 下で 2時間静置した。570 nm における吸光度をマイクロプレートリーダー

（Wallac 1420 ARVO Mx/Light: PerkinElmer、MA、USA）にて測定し、既知濃度

の FGF-2 を用いて作成した検量線より溶出濃度を求めた。なお、比較のため、

FGF-2 を担持後、凍結乾燥処理を行わなかった粒子からの FGF-2 溶出濃度測定

を行った。 

 

④ 細胞培養系での効果の検討 

 凍結乾燥ポリマー粒子 30 mgを FBS含有 α-MEM培地に浸漬して 37°C下にて 

15分間静置保管し、溶出 FGF-2を含む培地を採取した。96穴カルチャープレー

トの各ウェルに FBS含有 α-MEM培地に懸濁したMC3T3-E1細胞（1×105 cells/mL）

200 µLを播種し、37°C、5% CO2下にて 24時間培養後、粒子からの溶出液を含

む培地を 10%濃度で添加した培地に交換し、24 時間培養した。その後、細胞数

を測定するために MTT アッセイを行った。すなわち、MTT（ tetrazolium 

diphenyltetrazolium bromide、5 mg/mL、Sigma Chemical、MO、USA）含有リン酸

緩衝生理食塩水（ダルベッコ PBS（－）、Nissui、東京） 20 µLを培地に添加し

て 4時間反応させ、dimethyl sulfoxide（Wako、東京）200 mLを添加し、570 nm

における吸光度をマイクロプレートリーダーにて測定した。なお、コントロール

には、滅菌蒸留水に 24時間浸漬後に凍結乾燥した FGF-2非担持の粒子（以下コ
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ントロール粒子）を、FBS 含有 α-MEM 培地に 15 分間浸漬して得られた溶出液

を用いた。試料数は各群 5とした。 

さらに、FGF-2 担持凍結乾燥粒子からの溶出成分を直接細胞へ作用させるた

め、カルチャーインサート（Corning、NY、USA）を用いて細胞増殖試験を行っ

た。12 穴カルチャープレートの各ウェルに FBS 含有 α-MEM 培地に懸濁した

MC3T3-E1細胞 2 mL（2.5×104 cells/mL）を播種し、37°C、5%CO2下にて 24時間

培養した。培養液を交換した後、凍結乾燥した FGF-2 担持粒子またはコントロ

ール粒子をカルチャーインサートのメンブレン上にのせて培地に挿入し（図 3）、

48時間培養した。その後、光学顕微鏡（ECLIPSE CI-L、NIKON）での観察とMTT

アッセイにより細胞増殖を評価した。なお、粒子量と細胞増殖の関係についても

併せて検討するため、カルチャーインサートに入れるポリマー粒子量は 7.5、15、

30、または 60 mgの 4 種とし、試料数は各群 3とした。 

 

⑤統計分析 

FGF-2 溶出実験に関しては、Student’s t-test にて危険率 5%で有意差を判定し

た。細胞増殖試験では、一元配置分散分析（one-way ANOVA）と多重比較（Tukey’s 

HSD test）にて危険率 5%で有意差を判定した。 

 

3) 実験結果 

①凍結乾燥処理粒子の形態観察と細胞親和性 

 凍結乾燥処理の前後の polyHEMA/TMPT 粒子を SEM 観察したところ、凍結乾

燥処理を行っても粒子の大きさや形態に変化は見られず、粉砕面の表面性状に

も違いは認められなかった（図 4）。 
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Live/Dead 染色の結果、凍結乾燥の有無に関わらず、polyHEMA/TMPT 粒子と

接触する状態で培養された MC3T3-E1 細胞はすべて緑色に染色され、生存して

いることが確認された（図 5）。 

 

②凍結乾燥 FGF-2 担持粒子の FGF-2溶出性 

 FGF-2 担持後に凍結乾燥処理を施した粒子と施さなかった粒子のもいずれも、

4日目まで FGF-2の溶出が認められたが、すべての溶出期間において、両粒子の

間で溶出濃度に有意差は認められなかった（図 6）。 

 

③細胞培養系での効果 

 FGF-2 担持粒子からの溶出液を培地に添加すると、培地のみで培養した場合

や、コントロール粒子からの溶出液を培地に添加した場合と比較して、MC3T3-

E1細胞の増殖が有意に促進された（図 7）。 

カルチャーインサートに粒子を入れて培養した場合、コントロール粒子では

培地のみで培養した場合と同様に紡錘形の細胞が敷石状に増殖している様子が

観察されたが、FGF-2 担持粒子では不規則に突起を伸ばした活動期の細胞が多

く認められ、また、細胞増殖が促進している様子が確認できた（図 8）。MTTア

ッセイの結果より、FGF-2を担持させた粒子では、培地のみの場合やコントロー

ル粒子と比較して有意に吸光度が高く、細胞の増殖が促進されたことが示され

た。（図 9）。7.5～60 mgの異なる 4種の粒子量の間で吸光度に有意差は認めら

れず、粒子量の違いと増殖促進作用には関連性がないことが分かった。  
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4) 小括 

 凍結乾燥処理を施してもポリマー粒子の FGF-2 担持状態に変化は生じず、骨

芽細胞様細胞に対する増殖促進作用についても、その有効性が凍結乾燥前の粒

子と相違ないことが確認された。 

  



11 
 

実験 II. FGF-2担持粒子添加レジンの in vitroにおける評価 

 

1) 目的 

 FGF-2 を担持させた粒子を接着性レジンに添加し、FGF-2溶出性および細胞増

殖促進効果を in vitro で評価することを目的とした。 

 

2) 実験方法 

①FGF-2 担持粒子の 4-META/MMA系レジンへの添加 

FGF-2 担持粒子を添加するレジンとして、4-META/MMA系接着性レジンであ

るスーパーボンド（混和用、サンメディカル、滋賀、以下 SB）を使用した（表

1）。 

FGF-2 担持粒子の SB への添加には、埋め込み法と上積み法の 2種の方法を試

みた。埋め込み法では、直径 5 mm、深さ 0.5 mm のシリコン製のモールドに FGF-

2 担持粒子 8 mg を入れ、モノマー液 4 滴とキャタリスト 1 滴にポリマー粉末

100 mgを加えて 30 秒間混和した泥状の SBを滴下してガラス板にて上下から圧

接した。一方、上積み法では、直径 5 mm、厚さ 0.3 mm の SB硬化体を作製し、

その上に混和した SB を一層塗布した後、FGF-2 担持粒子 8 mg を置いてガラス

板にて圧接した（図 10）。 

いずれの方法においても、試料を室温下にて 24時間静置保管した後、実験に

供した。 

 

②FGF-2 溶出性の検討  

 上記①で作製した FGF-2 担持粒子を添加した試料からの FGF-2 溶出性を評価

した。各試料 1個を 200 µLの滅菌蒸留水に浸漬して 37°C 下で静置保管し、15、
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30分、1、3、6、12 時間、1、2、4、7、10、14日後に新たな滅菌蒸留水 200 µL

に交換しながら、溶出サンプルを採取した。採取した溶出液の FGF-2 濃度を実

験 I- 2)-③と同様にして BCA アッセイにより測定した。試料数は 3とした。 

 

③細胞培養系での効果の検討 

 細胞増殖促進作用を検討するために、FGF-2 担持粒子添加レジンからの溶出

液を添加した培地で MC3T3-E1 細胞の培養を行い、増殖を評価した。なお、前

述の実験において、上積み法で作製した試料の方が埋め込み法の場合よりも操

作性が悪いことが明らかとなったため、本実験では、埋め込み法で作製した FGF-

2担持粒子添加レジンを使用した。 

FGF-2 担持粒子添加レジン 1 個を 100 µL の FBS 含有 α-MEM 培地に 15 分間

浸漬して溶出液を採取した。実験 I- 2)-④と同様にして、得られた溶出液を 10％

濃度に希釈した培地で MC3T3-E1 細胞を 24 時間培養後、MTT アッセイにより

細胞数を測定した。試料数は 5 とし、コントロールには FGF-2 非担持のコント

ロール粒子を添加した試料を用いた。 

また、FGF-2 担持粒子添加レジン周囲での細胞増殖を評価するため、48 穴カ

ルチャープレートのウェルに試料 1個を置き、FBS 含有 α-MEM 培地に懸濁した

MC3T3-E1細胞（1×104 cells/mL）500 µLを播種して、37°C、5%CO2下にて 3日

間培養した。その後、光学顕微鏡での観察とMTTアッセイにより細胞増殖を評

価した。試料数は 4とし、FGF-2非担持のコントロール粒子を添加した試料をコ

ントロールとした。 

 

④統計分析 
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溶出液を用いた細胞増殖試験の結果は、一元配置分散分析（one-way ANOVA）

と多重比較（Tukey’s HSD test）にて危険率 5%で有意差を判定した。レジン硬化

体存在下での細胞増殖試験に関しては、Student’s t-test にて危険率 5%で有意差を

判定した。 

 

3) 実験結果 

①FGF-2 溶出性 

 図 11に各期間の FGF-2積算溶出量を示す。埋め込み法、上積み法いずれの作

製法でも、レジン硬化体からの FGF-2溶出は 2週間持続した。埋め込み法では、

水中浸漬後 2日目までは 300 ng/day以上の、その後 10日目までは 150 ng/day以

上、14日目までは 8 ng/day以上の FGF-2 の溶出が維持された。上積み法におい

ても、水中浸漬後 2 日目までは 500 ng/day 以上の、その後 14日目まで 150 ng/day

以上の FGF-2の溶出が維持された。 

 

②細胞培養系での効果 

 FGF-2 担持粒子を用いた実験の場合と同様、FGF-2 担持粒子を添加した 4-

META/MMA系レジンからの溶出液を培地に添加すると、培地のみで培養した場

合や、コントロール粒子添加レジンからの溶出液を加えた場合と比較して、

MC3T3-E1細胞の増殖が有意に促進された（図 12）。 

各レジン硬化体存在下で MC3T3-E1 細胞を培養すると、FGF-2 担持粒子添加

レジンの周囲では、コントロール粒子添加レジンと比較してより多くの細胞が

観察された（図 13A）。また、MTT アッセイにおいても、FGF-2 担持粒子の存

在下での培養では、コントロール粒子添加レジンと比較して MC3T3-E1 細胞の

増殖が有意に促進されることが確認された（図 13B）。 
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4) 小括 

 FGF-2 を担持させた粒子を添加したレジンからは、14 日間の持続的な FGF-2

の徐放が認められた。また、FGF-2担持粒子添加レジンからの溶出液あるいはレ

ジン硬化体そのものの存在下で MC3T3-E1 細胞を培養すると、増殖が促進され

たことから、FGF-2 担持粒子をレジンに添加しても、担持された FGF-2 の活性

が維持されていることが分かった。 

  



15 
 

実験 III. FGF-2担持粒子添加レジンの in vivoにおける評価  

 

1) 目的 

 FGF-2 担持粒子添加レジンの in vivo における効果を評価するために、ラット

頭蓋骨骨欠損モデルを用いて組織再生誘導効果の検討を行うことを目的とした。 

 

2) 実験方法 

①ラット頭蓋骨への FGF-2担持粒子添加レジンの埋入 

 本実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認（動物実験承認番

号：動歯-26-021-0）のもと、大阪大学動物実験規程に則って実施した。オス 10

週齢の Sprague-Dawley ラット（CLEA Japan、東京）3 匹に対し、ジエチルエー

テル（関東化学，東京）による吸入麻酔下で、鎮静剤として抱水クロラール（ナ

ラカイ、京都）を腹腔内注射（400 mg/kg）した。ラットの鎮静を確認し、頭部

剃毛後、頭頂部正中の上皮および骨膜を矢状方向に切開、剥離して頭蓋骨を露出

した。そして、Calderoni ら 24)の方法に準じて、インプランター（S NE-81、京セ

ラ、京都）に外径 5.0 mm のトレフィンバー（Micro Tech、東京）を装着し，生

理食塩水の注水下で 497 rpmにて頭蓋骨を切削して，正中縫合を中心として左右

側に直径 5 mm の円形の骨欠損を形成した。 

埋め込み法により、FGF-2 担持粒子または FGF-2 非担持のコントロール粒子

5 mgを添加した直径 3 mm、厚さ 0.5 mm のレジン硬化体を作製し、左右側の骨

欠損部にそれぞれを埋入後、レジン硬化体の外周 2 か所を SB にて骨に固定し

た。吸収性縫合糸（6-0.VICRYL、ETHICON、NJ、USA）で骨膜を、さらに絹糸

（4-0 ネスコスーチャー、アルフレッサファーマ、大阪）で上皮を縫合し、4 週

間飼育した。 
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②Micro CT観察と新生骨量の計測 

 埋入から 4 週間後にジエチルエーテル（Wako）の過剰吸引にてラットを屠殺

し、頭蓋骨を切り出して micro CT（R_mCT2、Rigaku、東京）撮影を行った。CT

像をもとに、CT画像解析ソフトウェア（VG studio MAX 2.0、Volume Graphics、

愛知）、CADソフトウェア（Free Form Modeling Version 10.0、SensAble Technologies、

CA、USA）を用いて直径 5 mm の欠損領域に対する新生骨の割合を算出した。

すなわち VG studio MAX 2.0 にて欠損部位以外の骨領域を基準として等値面を

設定し、欠損部にある骨領域を抽出した。Free Form Modeling Version 10.0 によ

り直径 5 mm の欠損部位を骨領域画面から抜き出し、円周より 6 点抽出して平均

を取ることで欠損部の厚みを設定した。これを用いて直径 5 mm の欠損体積、お

よびその範囲にある新生骨量を算出し、欠損部に対する新生骨の割合を算出し

た。 

 

③SEM 観察と病理組織学的評価 

Micro CT による観察後、摘出骨をトリミングし、5 %グルタルアルデヒド

（Wako）に浸漬して 24 時間固定した。50%から 100%の上昇エタノール系列で

脱水した後、エポキシ樹脂（Nisshin、東京）に包埋し、頭蓋骨の欠損部中央で割

断して断面を SEM にて観察した。その後、試料を薄切して研磨標本を作製し、

ヘマトキシリン・エオジン（以下 HE）染色を施して病理組織学的評価を行った。 

 

④統計分析 

Micro CT画像における新生骨量割合の解析結果は、Student’s t-test により危険

率 5%で有意差を判定した。 
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3) 実験結果 

①Micro CT観察結果および新生骨量  

 ラット頭蓋骨に FGF-2 担持粒子を添加したレジンを埋入した場合、コントロ

ール粒子添加レジンを埋入した場合に比べて、欠損部周囲からの骨新生がより

広範囲に認められた（図 14A）。 

得られた画像を解析し、骨欠損部の体積に対する新生骨量の割合を算出した

ところ、コントロール粒子添加レジンを埋入した場合は約 35％であったのに対

して、FGF-2 担持粒子添加レジンを埋入した場合は約 56％であり、有意に高い

値を示した（図 14B）。 

 

②SEM 観察および病理組織学的評価の結果 

 図 15Aに骨欠損部中央断面の SEM 像を示す。コントロール粒子添加レジンと

比べて、FGF-2 担持粒子を添加したレジンの下部には新生骨の形成が広範囲に

観察された。 

HE染色像（図 15B）から、いずれの試料においても、骨欠損の辺縁部から中

央に向かって埋入したレジンと接する形で新生骨が形成されている様子が確認

されたが、FGF-2担持粒子添加レジンでは、コントロール粒子添加レジンよりも

新生骨の形成が広範囲に認められた。 

 

4) 小括 

 FGF-2 担持粒子添加レジンを埋入した場合、FGF-2非担持のコントロール粒子

添加レジンを埋入した場合に比べて骨再生が促進され、新生骨量が有意に多く

なった。このことから、今回適用した FGF-2 担持 polyHEMA/TMPT 粒子添加レ
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ジンからの FGF-2 の徐放量と徐放期間は、in vivo において組織再生を誘導する

ための条件を満たしているものと考えられる。  
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実験 IV. 粒子の配合がレジンの物性に与える影響の評価  

 

1) 目的 

 臨床使用を想定した小粒径の polyHEMA/TMPT 粒子を調製し、種々の割合で

SBに配合して曲げ試験を行うことにより、粒子の配合が接着性レジンの物性に

与える影響を評価することを目的とした。 

  

2) 実験方法 

①試料作製と曲げ試験 

実験 I に記載した方法で作製した polyHEMA/TMPT 粒子をさらに細かく粉砕

し、目開きが 25 µm の篩を使用して分級操作を行い、平均粒径が約 10 µm のポ

リマー粒子を得た。SBのポリマー粉末に対して、10、30、50、または 70 (wt)%

の割合で粒子を添加し、SB 元来のポリマー／モノマー比でモノマー液を加え、

キャタリストと共に混和した。混和泥を、金属製モールド（25×2×2 mm）に填入

し、上下面からガラス板にて圧接して 37°C 下にて保管して硬化させた。 

硬化試料を 37°C にて 24 時間水中浸漬後、万能試験機（SHIMADZU、

AUTOGRAPH AG-IS、京都）を用いてクロスヘッドスピード 1.0 mm/min にて三

点曲げ試験を行った。支点間距離は 20 mmとし、押し込み時間は 4分までとし

た。なお、コントロールには粒子非添加の SBを使用し、試料数は 5とした。 

 

②統計分析 

曲げ試験の結果は、多重比較（Kruskal-Wallis test）により危険率 5%で有意差

を判定した。 
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3) 実験結果 

 SBは弾性が大きく、破断せずにたわむため、曲げ強さや破断エネルギーは算

出できなかった。そのため、各試料の最大点応力の比較を行った結果、いずれの

粒子配合率においても、粒子非配合の SB との間に有意差は認められず、また、

配合割合が異なる４種のレジン間でも最大点応力に有意差は認められなかった

（図 16）。 

 

4) 小括 

 平均粒径約 10 µm に調製した polyHEMA/TMPT 粒子の添加は、SB の曲げ特

性に影響を与えないことが分かった。  



21 
 

考察 

 

実験 I．凍結乾燥 FGF-2担持粒子の作製と in vitro における評価 

polyHEMA/TMPT 粒子は、親水性モノマーである HEMA25-29)と三官能性架橋性

モノマーである TMPT30, 31)を組み合わせた二元系ポリマーである。HEMA のホ

モポリマーは、一旦粉砕して粒子状にしても、水中環境下では再度凝集してしま

うため、Imazato ら 11)は、HEMA に少量の TMPT を添加することで架橋構造を

導入し、粉砕後も粒子形態の維持が可能な非生体分解性ポリマーを開発した。

HEMA と TMPT はともにメタクリレート系のモノマーであり、メタクリレート

レジンを主な組成とする種々の歯科用レジン系材料への応用を考慮して設計さ

れている。 

Takedaら 20)は、成長因子として FGF-2 を選択し、90% HEMA と 10% TMPT か

らなる粒子への担持を行った。そして、この粒子からの FGF-2 溶出によって骨

芽細胞様細胞の増殖促進効果が得られることを報告した 20)。FGF-2 は創傷治癒

過程において機能する成長因子であり 32-34)、線維芽細胞や血管内皮細胞といっ

た外胚葉系細胞の増殖を刺激し、強力な血管新生作用をもつため 35-37)、歯周組織

再生を誘導する因子として知られている 38)。同じ生物学的活性を有する酸性線

維芽細胞成長因子である FGF-1 と比較して、ヘパリン非依存下で 10～100 倍の

活性を有しており 39)、チロシンキナーゼ型受容体に結合し、MAPK 回路を活性

化することにより骨芽細胞の増殖と分化を促進させる 30-42)。また、FGF-2は、骨

芽細胞のみならず軟骨細胞の増殖促進効果も有している 43-45)。 

実際の臨床における FGF-2 の効果という点では、骨折治癒あるいは骨修復を

促進する効果を発揮することが明らかになっている 46)ほか、皮膚移植時に FGF-

2 が広範な毛細血管新生を促すことで成功率があがるとの報告があり 47-49)、褥
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瘡・皮膚潰瘍治療薬として実用化されている。また、歯科分野では、FGF-2が自

己組織化を誘導し、歯周器官の機能的再建に有効であることが分かっており 50-

54)、歯槽骨の垂直性骨欠損症例に対し、新生骨形成促進を目的とした歯周組織再

生薬 55, 56)として臨床応用されている。 

 さらに FGF-2は、数 ngといった低用量でも細胞増殖促進効果が認められるた

め 57)、キャリアに担持させて徐放させる手法でも効果が得られることが立証さ

れている 20)。しかしながら、単に FGF-2 の溶液を polyHEMA/TMPT 粒子に担持

させた Takedaらの手法 20)では、粒子が湿潤状態であるため操作性が悪く、レジ

ン系材料とそのまま組み合わせると、粒子とレジンとの間で十分な結合が得ら

れずに、配合対象のレジンの物性低下を招く可能性が高い。そこで、溶液状態の

FGF-2 の活性を維持しつつ、粒子の形態を損なわずに乾燥させる方法として凍

結乾燥処理を採用し、まず、FGF-2 を担持させた凍結乾燥 polyHEMA/TMPT 粒

子の FGF-2溶出性および細胞増殖促進作用について検証した。 

凍結乾燥処理を行ったポリマー粒子と行わなかった粒子を SEMにて観察する

と、大きさや形態、表面性状に違いは認められなかった。また、凍結乾燥処理粒

子と接触する状態で骨芽細胞様細胞である MC3T3-E1 を培養したところ、48 時

間後も細胞がすべて生存していたことから、凍結乾燥が粒子内の分子構造を破

壊して細胞の活性に悪影響を及ぼすようなオリゴマー等が生じることはなく、

細胞との親和性が維持されていることが分かった。 

次に、FGF-2を担持させた凍結乾燥粒子からの FGF-2溶出性を評価した結果、

凍結乾燥を行っていない粒子と同等の FGF-2 溶出が認められた。

polyHEMA/TMPT 粒子では、タンパクが粒子表面に吸着するとともに表層の網目

構造内に取り込まれて担持されるため、凍結乾燥処理を施しても FGF-2 の担持

状態に変化は生じず、湿潤環境に曝されれば問題なく FGF-2 の放出が起こった
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ものと考えられる。 

つづいて、FGF-2 担持粒子からの溶出液を培地に添加して MC3T3-E1 細胞の

培養を行ったところ、FGF-2非担持粒子と比較して細胞の増殖が促進され、凍結

乾燥を行っても活性を維持した状態の FGF-2 が溶出することが確認された。タ

ンパクの凍結乾燥処理を行う場合は、一般に、凍結および脱水によるストレスか

らタンパクを保護し、その変性を防ぐため保護成分を添加する。例えば、トレハ

ロース、ショ糖、マルトースといった二糖類は、タンパク質中の結合水と置換す

ることで、乾燥状態においても水溶液中と同様の水和構造を維持できる 58-61)こ

とから、保護成分としてよく用いられる。今回の実験において担持に用いた FGF-

2は製剤として市販されているもので、タンパク保護成分であるショ糖が添加さ

れた凍結乾燥品であり、粉剤を蒸留水に溶解して使用する。そのため、ポリマー

粒子に担持させた後に凍結乾燥処理を行っても、もともと添加されているショ

糖の効果によって FGF-2の活性が影響を受けなかったものと考えられる。 

さらに、カルチャーインサートにポリマー粒子を入れて MC3T3-E1 細胞を培

養する実験を行った結果、溶出液を用いた培養実験と同様に、FGF-2担持粒子で

は細胞増殖が促進された。この実験では、カルチャーインサートプレート上にポ

リマー粒子を置くことで、粒子からの溶出成分が直接細胞に作用すると同時に、

粒子と細胞が長時間共存するため、採取した溶出液を細胞に作用させる場合と

違い、より実際の使用状況に近い状態でのポリマー粒子の有効性を調べること

ができる。光学顕微鏡観察において、FGF-2 担持粒子を使用した場合は、突起を

伸ばした活動期の細胞が多く観察された。これは FGF-2 の細胞増殖促進効果に

よるものと考えられる。また、使用する FGF-2 担持ポリマー粒子量と細胞増殖

促進効果には関連性がないことが分かった。ポリマー粒子量が少ない場合、当然

FGF-2 の総溶出量が少なくなると考えられるが、最小量の 7.5 mg の粒子でも、
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その 2～8倍の粒子量の場合と全く同等の増殖促進効果が得られたことは、限ら

れた量の粒子の適用でもFGF-2による効果発現が期待できることを示している。

溶出試験の結果（図 6）から、7.5 mgの粒子をカルチャーインサートに入れて 2

日間培養した際の 1 日当たりの平均 FGF-2 溶出濃度は約 0.4 µg/mL と算出され

る。骨芽細胞様細胞に 2 ng/mL の FGF-2 を作用させても増殖促進効果がみられ

たという過去の報告 62)からすれば、さらに少ない粒子量でも効果が発揮される

ものと考えられる。 

MC3T3-E1細胞は、分化マーカーをはじめ硬組織形成細胞としての特性が十分

に解明されており、FGF-2の作用を検討する多数の研究で使用されている 63, 64)。

そのため、本研究においては、溶出した FGF-2の有効性を in vitro で評価するた

め MC3T3-E1 細胞を使用し、粒子からの溶出 FGF-2 の細胞増殖促進効果を評価

した。臨床使用を想定した場合、硬組織形成のみが目的ではなく、歯根膜を含む

歯周組織全体の再生を目指しているが、歯周組織再生の評価を行うために実施

されている細胞培養系での実験の多くでも骨芽細胞様細胞である MC3T3-E1 細

胞が用いられている 65-68)。そのため、本研究で得られた粒子からの溶出 FGF-2

による MC3T3-E1 細胞の増殖促進効果が、歯周組織再生における有効性を表し

ているものと言える。 

 

実験 II．FGF-2担持粒子添加レジンの in vitro における評価 

本研究では、FGF-2担持粒子を添加するレジンとして、4-META/MMA 系レジ

ンであるスーパーボンドを使用した。スーパーボンドは、生体内で安定した親和

性を示すことが知られている 69-72)。川浪ら 73)は、ラット頭蓋骨にスーパーボン

ドを塗布・接着させ、1年後に病理組織学的評価を行ったところ、スーパーボン

ド周囲の既存骨に変化は見られず、炎症所見も認められなかったと報告してい
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る。また、歯質への浸透性にすぐれるスーパーボンドは、エナメル質や象牙質の

みならず、セメント質ともハイブリッド層を形成して強固に接着できる材料で

74, 75)、他のレジンセメントとは異なり、湿潤環境下でも比較的高い重合率が得ら

れるという特徴を有している 76-79)。このように生体親和性が高く、優れた接着性

が得られることから、スーパーボンドは、近年、破折歯の接着再建 3, 5)や逆根管

充填 9, 10)、穿孔部の封鎖 80)といった歯周組織と接する部分での使用が増大して

いる。 

そこで、FGF-2 担持粒子をスーパーボンドに添加して FGF-2 溶出性を評価し

たところ、レジンに埋め込まれていても粒子からの FGF-2 の溶出が可能である

ことが確認された。また、粒子単体からの FGF-2 の溶出期間は 4 日間であった

のに対し、FGF-2 担持粒子添加レジンからは 2 週間溶出が持続した。すなわち、

埋め込み法で作製した試料では、水中浸漬後 2 日目までは 300 ng/day 以上の、

その後 10 日目までは 150 ng/day 以上、14 日目までは 8 ng/day 以上の FGF-2 の

溶出が生じた。これは、レジンに埋め込まれた状態では、単体の場合よりも粒子

の吸水が起こりにくくなると同時に、放出されたFGF-2の拡散に時間がかかり、

初期の急激な溶出が抑えられたためだと考えられる。なお、上積み法で作製した

試料は、埋め込み法と比較して FGF-2 溶出量がやや高い傾向を示したが、これ

は、埋め込み法よりも粒子の露出総表面積が大きいため、吸水と FGF-2 の拡散

がより容易であったためと推測される。しかし、上積み法では、レジン硬化体と

粒子の接触面積が小さいため、粒子の一部がレジンから剥がれ落ちる場合があ

り、埋め込み法と比較して明らかに操作性が悪いことが判明したため、以後の実

験では埋め込み法で作製した試料を使用した。 

FGF-2 担持粒子添加レジンからの溶出液によって MC3T3-E1 細胞の増殖促進

効果が認められ、また、レジン硬化体とともに MC3T3-E1 細胞を 3 日間培養し
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ても、FGF-2担持粒子添加レジンでは、その周囲で細胞増殖が促進された。これ

らの細胞培養系の評価結果から、レジンに埋め込まれた FGF-2 の活性は失われ

ていないことが分かった。一般にタンパク質である FGF-2は 41°C を超えると三

次元構造の変化が生じる 81)ため、レジンと組み合わせる場合には、レジンの重

合熱により FGF-2 が変性する可能性が懸念される。今回使用した 4-META/MMA

系レジンであるスーパーボンドの重合時に発生する最高上昇温度は、37°C 環境

下において 3°C 以下であり、FGF-2の変性の閾値である 41°C には到達しないこ

とが Kitagawa ら 82)により報告されている。また、4-META/MMA 系レジンから

遊離された未重合モノマーが FGF-2 の構造を変化させ、その活性に影響を及ぼ

す可能性も考えられる。これについても、Kitagawa ら 82)が、硬化後のレジンか

ら放出される未重合モノマーである 4-MET および MMA の存在下で MC3T3-E1

細胞の培養を行い、これらが FGF-2 の活性に影響を与えないことを明らかにし

ている。実際、レジン硬化体とともに細胞培養を行った実験の結果は、FGF-2担

持粒子添加レジンからは細胞の活性に対して為害性のある物質が放出されるこ

となく、増殖促進に有効な FGF-2 を溶出できたことを示している。レジン硬化

中に放出される未重合モノマーに関しては、具体的な数値を計測した報告はな

いが、スーパーボンドを骨髄中で硬化させた場合、硬化後のレジンを埋入した場

合に比べ、骨形成のスピードがむしろ早いことが報告されている 72)。このこと

からすると、スーパーボンドを組織内で硬化させた場合も、硬化中の未重合モノ

マーの溶出は非常に低濃度で、組織の再生には影響を与えないと考えてよいで

あろう。したがって、スーパーボンドの硬化途上においても、FGF-2担持粒子添

加レジンから溶出する FGF-2はその効果を発揮できるものと推測できる。 

 

実験 III．FGF-2担持粒子添加レジンの in vivo における評価 
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FGF-2 の骨形成に及ぼす影響を検討した in vivo での評価には、これまで、被

験動物の種類や骨欠損部位などが異なる種々のモデルが使用されている 54, 83-85)。

本研究では、最も高頻度に用いられているラットを対象とし、また比較的大きな

試料を埋入可能で、術中および術後の埋入部の観察が容易である頭蓋骨骨欠損

モデルを用いて評価した。 

In vivo における骨治癒に必要な FGF-2 量は、動物種や欠損部位によってさま

ざまであり、一定の有効量は示されていない。しかし、in vitro での試験に比べ

て in vivoでの評価では、血流により局所における FGF-2濃度が低下する可能性

が高い。そのため、直径 5 mm の骨欠損に対して、試料周囲 1 mm の骨治癒のた

めのスペースを設けた上で、直径 3 mm の円盤状試料内に 5 mgの FGF-2担持粒

子を添加したレジン硬化体を埋入した。すなわち、形成した骨欠損に填入可能な

最大量の FGF-2 担持粒子を適用する条件をもたらす試料を使用して、骨再生の

評価を行った。 

Micro CT 観察の結果を解析して得られた欠損部に対する新生骨の体積割合は、

FGF-2 非担持のコントロール粒子を添加したレジンを埋入した場合は約 35％で

あったのに対して、FGF-2 担持粒子添加レジンを埋入した場合は約 56％と有意

に高く、レジンに埋め込まれた粒子からの FGF-2 の溶出により骨再生が促進さ

れたことが示された。また、micro CT 画像より、骨の再生は欠損辺縁から起こ

り、中央へと進むことが分かった。これは、自然治癒やコラーゲンスポンジなど

の吸収性材料を埋入した場合 86-88)と同様であり、正常な治癒経過である。 

さらに、SEM 画像および HE 染色像より、骨再生は欠損部辺縁から進み、最

終的に骨造成能が高いことで知られる骨膜側ではなく、レジン下部（硬膜側）に

骨が形成されることが確認された。島 89)は、幼若犬を用いた実験で、頭蓋骨骨

欠損部位に骨形成材料として自家骨を填入すると、硬膜の反応が盛んとなりそ
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の部位に新生骨が形成されやすいと報告している。また、成長途上のブタ頭蓋骨

に骨欠損を形成した場合、硬膜に損傷がなければ、骨欠損部に骨は新生するが、

硬膜を除去するとほとんど骨新生が認められない 90)ことから、骨再生において

は硬膜が最も主要な位置を占めるとの報告もある 91, 92)。今回、硬膜側に骨形成

が観察されたのは、正常な硬膜が保持されていたためだと考えられる。また、埋

入した試料の線維性組織による被包は認められず、レジン硬化体と接触した状

態で骨形成が生じたことから、スーパーボンドやポリマー粒子を添加したレジ

ン硬化体が高い生体親和性を有することが示された。さらに、FGF-2担持粒子を

添加した場合、より広範囲に新生骨の形成が観察されたことから、粒子からの

FGF-2の溶出により骨再生が促進されることが確認された。 

FGF-2 の有効量と骨形成効果の関係については、前述のように、被験動物の種

類や骨欠損部位によって、さまざまな知見が報告されている。ラット下顎骨骨欠

損に対して、10 ng や 100 ng という低用量の FGF-2 を作用させると骨細胞の増

殖が確認されたが、1 µgという高用量では、細胞増殖が確認されないどころか、

むしろ阻害されるという報告もある 93)。さらに、ラットに有効な用量として、

計 3～75 ngの FGF-2 の適用で骨形成が観察されることが報告されている 94)。一

方、FGF-2の溶出期間と骨形成効果の関係については、ウサギ頭蓋骨の骨欠損に

対して、FGF-2担持ゼラチンと FGF-2を含むリン酸緩衝生理食塩水（以下 PBS）

を作用させると、FGF-2含有 PBS では骨形成促進が得られないのに対して、FGF-

2 の徐放期間が長い FGF-2 担持ゼラチンでは骨形成が促進したと報告されてい

る 95)。最適な溶出期間を確定できるような十分な知見が揃っているとは言えな

いものの、ある一定期間 FGF-2 が骨欠損部に供給されることが必要であると考

えられ、この点においても低用量の FGF-2 を一定期間徐放できるキャリアは、

組織再生を図る材料として有用であると思われる。 
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今回の FGF-2 担持粒子添加レジンの溶出試験の結果をもとに、骨欠損部に埋

入した 5 mg の FGF-2 担持粒子添加レジンからの FGF-2 溶出量を計算すると、

水中浸漬後 2日目までは約 188 ng/day以上の、その後 10日目までは約 94 ng/day

以上、14 日目までは約 1 ng/day 以上の溶出が維持されると考えられる。すなわ

ち、今回ラット頭蓋骨に埋入した FGF 担持粒子添加レジンは、骨再生を誘導す

るために必要な FGF-2 の徐放量と徐放期間を満たせる材料であったと言える。

ラット頭蓋骨において正常な治癒過程をたどったことより、試作レジンから溶

出する FGF-2 は正常な治癒を誘導することが示された。したがって、歯周組織

においても同様に理想的な治癒が誘導されるものと期待できるが、FGF-2 担持

粒子添加レジンを臨床応用していくためには、今後、大型動物などを用いて実際

に逆根管充填処置などを行い、その効果を検討していくことが必要である。 

 

実験 IV．粒子の配合がレジンの物性に与える影響の評価 

実験 IIIまでの各評価試験には、FGF-2 担持後の粒子の回収や溶出試験時の溶

媒の回収などを容易にするため、平均粒径約 590 µm の比較的大きな粒子を使用

した。しかし、実験 IVでは、臨床使用を想定して、平均粒径約 10 µm の粒子を

新たに作製し、粒子の配合がレジンの曲げ特性に与える影響を評価した。なお、

実験 III までで使用した粒子の平均粒径が、分級に目開き 500 µm の篩を使用し

たにもかかわらず約 590 µm となったのは、粒子が不定形で、長軸が 500 µm を

超えている粒子が多く存在したためであるが、本実験で使用した粒子は、粒度分

布が比較的狭いことを予め確認したうえで実験に供した。 

スーパーボンドの本来の粉液比は変えずに、粒子を 10～70 (wt)%添加した試

料を用いて曲げ試験を行ったところ、いずれの配合率においても粒子非添加の

スーパーボンドと同等の最大点応力が得られた。レジン系材料に追加の成分を
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添加する場合、その成分とレジンマトリックスが十分に結合しなければ機械的

強度の低下が生じる。PMMA/MMA を主成分とするスーパーボンドは、同じメ

タクリレート系ポリマーである polyHEMA/TMPT 粒子の網目構造の中にある程

度浸透して重合し、機械的嵌合効果により一体化すると考えられる。そのため、

曲げ試験で破折に至らないという性質を維持しつつ、スーパーボンドの最大点

応力を低下させることがなかったものと思われる。ただし、粒子を 70 (wt)%の高

濃度で配合すると粘稠性が増し、レジンセメントとしての操作性が悪くなるこ

とから、臨床使用を想定した場合には 50 (wt)%以下の配合率が適正であると考

えられる。今回の in vivo、in vitro 実験で使用したレジン硬化体に占める粒子の

割合は約 43 (wt)%であったが、粒径の小さな粒子ほど、FGF-2を担持させた場合

の FGF-2 溶出量が増加する傾向がある事が分かっており（データ未発表）、レジ

ンへの配合率が低くても、粒子の粒径を小さくすれば、今回実験に供したレジン

硬化体と同等以上の FGF-2 溶出が期待できる。今後は、臨床応用に向けて、接

着性や硬化時間等、臨床使用上必要とされる特性を総合的に考慮しつつ適正な

粒子径と配合率を確定し、その組織再生誘導効果を評価していきたいと考えて

いる。  
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結論 

 

 凍結乾燥処理を施しても、polyHEMA/TMPT 粒子の構造や FGF-2 担持状態に

変化は生じず、骨芽細胞様細胞に対する増殖促進作用についても、その有効性が

凍結乾燥前の粒子と相違ないことが確認された。また、FGF-2を担持させた粒子

を添加した 4-META/MMA 系レジンからは、14 日まで持続的な FGF-2 の徐放が

認められ、レジン硬化体あるいはその溶出液の存在下で骨芽細胞様細胞の培養

を行うと増殖が促進されたことから、レジンと組み合わせても担持された FGF-

2の活性が維持されていることが明らかとなった。さらに、FGF-2 担持粒子添加

レジンをラット頭蓋骨骨欠損に埋入すると、骨形成促進効果が認められた。 

 以上より、FGF-2 担持 polyHEMA/TMPT 粒子を添加した 4-META/MMA 系レ

ジンは組織再生誘導能を有し、周囲組織の治癒を促進する接着性レジンとして

臨床応用できる可能性のあることが明らかとなった。 
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図表 

 

 

表 1 SBの組成 

 

モノマー液 
4-methacryloyloxyethoxy carbonylphthalic anhydride (4-META) 
Methyl methacrylate (MMA) 

キャタリスト 
Tributylborane (TBB) 
Tributylborane oxide (TBB-O) 
Hydrocarbon 

ポリマー粉末 Polymethylmethacrylate (PMMA) 

 



A

B

図1 polyHEMA/TMPT粒子の作製に用いたモノマー
A: 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)

B: trimethylolpropane trimethacrylate (TMPT)
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図2 作製したpolyHEMA/TMPT粒子（光学顕微鏡像）

500 μm
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MC3T3-E1細胞

・FGF-2担持粒子
・コントロール粒子（FGF-2非担持）
（7.5, 15, 30, 60 mg）

FBS添加
α-MEM培地

培養 (48時間)

図3 カルチャーインサートを用いた細胞増殖試験

カルチャーインサート
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100 μｍ

図4 polyHEMA/TMPT粒子のSEM像
A:凍結乾燥処理前、B:凍結乾燥処理後

A

B

100 μｍ
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A

B

図5 polyHEMA/TMPT粒子と接触する状態で培養されたMC3T3-E1細胞の
Live/Dead染色像
MC3T3-E1細胞上に粒子（A:凍結乾燥処理前、B:凍結乾燥処理後）を置き、
48時間培養後にLive/Dead染色を施し、蛍光顕微鏡観察を行った
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*
*

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

図7 凍結乾燥FGF-2担持粒子からの溶出液を用いた細胞増殖試験（MTTアッセイ）
の結果
培地のみ: 粒子からの溶出液を添加せずに培養
コントロール: コントロール粒子からの溶出液を培地に添加して培養
FGF-2担持粒子: FGF-2担持粒子からの溶出液を培地に添加して培養
* p < 0.05、ANOVA、Tukey’s HSD test、n = 5、error barはS.D.を示す
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図9 カルチャーインサートを用いた細胞増殖試験（MTTアッセイ）の結果
培地のみ: カルチャーインサートに粒子を入れずに培養
a、b:異なる文字間で有意差を認める、p < 0.05、ANOVA、Tukey’s HSD 

test、n = 3、error barはS.D.を示す
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図10 FGF-2担持粒子添加レジンの作製法
A:埋め込み法、B:上積み法
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図11 FGF-2担持粒子添加レジンからのFGF-2溶出量
n = 3、error barはS.D.を示す
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図12 ポリマー粒子添加レジンからの溶出液による細胞増殖試験
（MTTアッセイ）の結果
*p < 0.05、ANOVA、Tukey’s HSD test、n=5、error barはS.D.を示す
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図13 ポリマー粒子添加レジン存在下での細胞増殖試験
（MTTアッセイ）の結果
A: 光学顕微鏡像、B: MTTアッセイの結果
*p < 0.05、Student’s t-test、n = 4、error barはS.D.を示す
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図14 Micro CT観察および新生骨量分析の結果
A:ラット頭蓋骨のmicro CT画像、B:骨欠損領域に対する新生骨量の割合
BV/DV(%) = 新生骨の体積(BV) / 骨欠損領域の体積(DV) × 100

* p < 0.05、Student’s t-test、n = 3、error barはS.D.を示す
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図15 SEM観察と病理組織学的評価の結果
A: 骨欠損中央断面のSEM像、B: 骨欠損中央部付近の薄切切片のHE染色像
OB:頭蓋骨、NB:新生骨、矢印: 骨欠損辺縁、破線: 頭蓋骨と新生骨の境界、
点線: レジン硬化体試料、*: 固定用SB
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図16 ポリマー粒子添加レジン硬化体の曲げ試験の結果
横軸はスーパーボンド粉末に対するポリマー粒子の重量比での
添加量を表す
5群の間に有意差を認めない（p > 0.05、Kruskal-Wallis test、n=5）
error barはS.D.を示す
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