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(57)【要約】
本発明は、簡便で安全な歯周組織再生用材料の提供や、歯周組織を再生する方法の提供を
課題とする。
脱分化脂肪細胞（ＤＦＡＴ）を含む歯周組織再生用材料を、簡便で安全な歯周組織再生用
材料として提供する。また、該歯周組織再生用材料により、歯周組織を再生する方法を提
供する。



(2) JP WO2014/196503 A1 2014.12.11

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
脱分化脂肪細胞を含む歯周組織再生用材料。
【請求項２】
さらに担体を含む請求項１に記載の歯周組織再生用材料。
【請求項３】
担体が乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担体である請求項２に記
載の歯周組織再生用材料。
【請求項４】
担体が、乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする気孔率が６０％以上９
５％以下の担体である請求項２に記載の歯周組織再生用材料。
【請求項５】
担体が、顆粒状の乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を成型して得られるブロック
状の担体である請求項２～４のいずれかに記載の歯周組織再生用材料。
【請求項６】
組織再生用吸収性メンブレンと組み合わせて使用する請求項１～５のいずれかに記載の歯
周組織再生用材料。
【請求項７】
請求項１～６のいずれかに記載の歯周組織再生用材料および組織再生吸収性メンブレンを
含む歯周組織再生用キット。
【請求項８】
組織再生吸収性メンブレンが乳酸－グリコール酸共重合体膜またはコラーゲン膜である請
求項７に記載の歯周組織再生用キット。
【請求項９】
請求項１～６のいずれかに記載の歯周組織再生用材料を歯周組織欠損部に移植する工程を
含む歯周組織を再生する方法。
【請求項１０】
さらに、移植部に組織再生吸収性メンブレンを被覆する工程を含む請求項９に記載の歯周
組織を再生する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脱分化脂肪細胞（Ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　Ｆａｔ　Ｃｅｌｌｓ
；ＤＦＡＴ（以下、ＤＦＡＴと示す場合がある））を含む歯周組織再生用材料に関する。
 また、該歯周組織再生用材料により、歯周組織を再生する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　プラーク細菌やその代謝産物によって歯周組織に炎症が起こることにより、歯周組織が
破壊される。破壊された歯周組織の再生は、プラーク等の原因除去療法では不可能である
ことから、近年、様々な歯周組織の再生技術が開示されている。
　例えば、特許文献１では、幹細胞を細胞支持体上で培養して得られる組織または器官再
生用材料が開示されている。そして、間葉系幹細胞を含む該材料が、イヌの下顎骨領域の
骨欠損部位への移植において良好な骨形成能を示したことを確認している。
　特許文献２では、歯または歯周組織から単離したＳＳＥＡ－４陽性間葉系幹細胞の脂肪
細胞、骨芽細胞、軟骨細胞等への分化を確認している。そして、この文献においてＳＳＥ
Ａ－４陽性間葉系幹細胞を分化させて歯あるいは歯周組織としたものを歯周組織に移植す
ることで歯周組織の再生を行うことが記載されている。また、特許文献３は乳歯歯髄間葉
系幹細胞、永久歯歯髄間葉系幹細胞の培養法に関するものであるが、この方法によって培
養された細胞を歯周組織等の再生用とすることが記載されている。
　その他にも歯周組織の再生技術として、特許文献４では、ＢＭＰ－２、ヘパラン硫酸、
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ヘパリン等を有効成分とする細胞の細胞増殖促進剤、分化促進剤を歯周組織の形成促進、
再生促進剤とすることが開示されている。
　さらに、脂肪組織由来の間質細胞群による歯周組織の再生についても検討されている（
非特許文献１）。
【０００３】
　これらは歯周組織の再生にあたり、有用な技術であるといえるが、例えば、特許文献１
～３に記載されているような間葉系幹細胞や、歯周組織から間葉系幹細胞を単離するには
、材料を提供するヒト等において抜歯の必要や、侵襲・疼痛が大きい等の問題があり、現
実的な方法とはいえなかった。また、非特許文献１の間質脂肪細胞の培養には簡便かつ大
量に採取することはできるものの、多様な細胞から構成されるため年齢や症例によって移
植結果に差異が生じるおそれがあった。
 そこで、より簡便で安全な歯周組織再生用材料の提供や、歯周組織を再生する方法の提
供が望まれていた。
【０００４】
 　ところで、これらの特許文献に開示されているような幹細胞とは異なる細胞であって
幹細胞と同様な分化能を有する、脱分化脂肪細胞（ＤＦＡＴ）が知られている。ＤＦＡＴ
は、脂肪組織を構成する成熟脂肪細胞を単離し、天井培養法を用いることで自発的に脱分
化を開始して多分化能を獲得した細胞であり、筋芽細胞や軟骨細胞への分化が可能である
ことが知られている（特許文献５）。
 しかし、これまで、ＤＦＡＴを歯周組織の再生に利用した例は知られていない。なお、
ラットの上顎臼歯部に骨欠損部を作製し、ＤＦＡＴをアテロコラーゲンスポンジからなる
担体（Scaffold）とともに移植して歯周組織の再生可能性について検討した報告がある（
非特許文献２）。しかし、本報告では、移植後の歯周組織の再生は、ＤＦＡＴと担体の両
方を移植した群と、担体のみを移植した群の両方に再生が認められ、その有意差について
は明らかにされていない。したがって、ＤＦＡＴ自体に再生能があることは確認されてい
るとはいえない。さらに、担体についても有効であったかどうかに関する記載も認めない
。
 また、当該文献には、新生骨面、新生歯根膜、結合組織においてＧＦＰ陽性細胞を認め
たことは記載されているものの、ＤＦＡＴ細胞によって組織の再生が行われたのかどうか
については明らかではなく、あくまでも、ＤＦＡＴが歯周組織再生に関与している可能性
について記載するにとどまる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００５－２７８９１０号公報
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１２／０１６４９２号パンフレット
【特許文献３】特開２０１０－２６８７１５号公報
【特許文献４】特開２００８－７４７３２号公報
【特許文献５】特表２００４－１１１２１１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】公益社団法人日本補綴歯科学会　設立８０周年記念　第122回学術大会
プログラム・抄録集　p132
【非特許文献２】特定非営利活動法人　日本歯科保存学会　2010年度秋季学術大会プログ
ラムおよび講演抄録集（Web）第１３３回　p181「ラット脱分化脂肪細胞を用いた歯周組
織再生能の検討」
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、簡便で安全な歯周組織再生用材料の提供や、歯周組織を再生する方法の提供



(4) JP WO2014/196503 A1 2014.12.11

10

20

30

40

50

を課題とする。特に、ＤＦＡＴを利用した実用価値の高い歯周組織の再生方法等を提供す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討を行った結果、脱分化脂肪細胞（Ｄ
ＦＡＴ）が歯周組織の再生に有効に作用することを見出し、該細胞を含む歯周組織再生用
材料の提供を完成するに至った。また、該歯周組織再生用材料により、歯周組織を再生す
る方法の提供も可能となった。
　本発明の歯周組織再生用材料に含まれる脱分化脂肪細胞は、歯科医師等が簡便に入手で
きる脂肪組織から、天井培養法により高純度かつ大量に得られる細胞であるため、多様な
細胞から構成されている間質細胞群等を使用した従来の歯周組織再生療法よりも、より生
体安全性が高く、安定した治療効果が得られる可能性が高い。
　すなわち、本発明は以下の通りのものである。
〔１〕脱分化脂肪細胞を含む歯周組織再生用材料。
〔２〕さらに担体を含む上記〔１〕に記載の歯周組織再生用材料。
〔３〕担体が乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担体である上記〔
２〕に記載の歯周組織再生用材料。
〔４〕担体が、乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする気孔率が６０％
以上９５％以下の担体である上記〔２〕に記載の歯周組織再生用材料。
〔５〕担体が、顆粒状の乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を成型して得られるブ
ロック状の担体である上記〔２〕～〔４〕のいずれかに記載の歯周組織再生用材料。
〔６〕組織再生用吸収性メンブレンと組み合わせて使用する上記〔１〕～〔５〕のいずれ
かに記載の歯周組織再生用材料。
〔７〕上記〔１〕～〔６〕のいずれかに記載の歯周組織再生用材料および組織再生吸収性
メンブレンを含む歯周組織再生用キット。
〔８〕組織再生吸収性メンブレンが乳酸－グリコール酸共重合体膜またはコラーゲン膜で
ある上記〔７〕に記載の歯周組織再生用キット。
〔９〕上記〔１〕～〔６〕のいずれかに記載の歯周組織再生用材料を歯周組織欠損部に移
植する工程を含む歯周組織を再生する方法。
〔１０〕さらに、移植部に組織再生吸収性メンブレンを被覆する工程を含む上記〔９〕に
記載の歯周組織を再生する方法。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の歯周組織再生用材料の提供や、該歯周組織再生用材料により歯周組織を再生す
る方法の提供により、歯周病等の歯周組織の欠損が生じる疾病に対し、安全で簡便かつ有
用な治療剤、治療法等を提供できる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】脱分化脂肪細胞（線維芽細胞様細胞）を観察した図である（実施例１）。
【図２】脱分化脂肪細胞の播種のために前処理を行ったＰＬＧＡ担体を示した図である（
実施例１）。
【図３】歯周組織欠損モデルにおける欠損部位を示した図である（実施例２）。
【図４】移植後の各移植群における硬組織量を示した図である（実施例２）。
【図５】移植後の各移植群における歯周組織の再生を確認した図である（実施例２）。
【図６】移植後の各移植群におけるセメント質の再生を確認した図である（実施例２）。
【図７】移植後の各移植群におけるセメント質の再生を確認した図である（実施例２）。
【図８】移植後の各移植群におけるセメント質の再生率を示した図である（実施例２）。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明の「歯周組織再生用材料」とは、歯肉、歯根膜の軟組織と、セメント質、歯槽骨
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の硬組織の４つの組織で構成される歯周組織が、例えば歯周病等の生物的作用、物理的作
用、または機械的作用等によって破壊、欠損等された場合に、破壊、欠損等された箇所が
歯周組織として機能し得るような状態に戻すための材料のことをいう。
　本発明の「歯周組織再生材料」は、歯周組織を構成する組織のうち、例えばセメント質
、または歯根膜等の少なくとも一つ以上の組織を再生し得る材料であり、さらには歯周組
織を構成する全ての組織を再生し得る材料であることが好ましい。
【００１２】
　本発明の「歯周組織再生用材料」は脱分化脂肪細胞を含む歯周組織再生用材料であれば
良い。ここで、「脱分化脂肪細胞」とは、ヒト、ブタ、イヌ、トリ等の動物の脂肪組織か
ら得られる成熟脂肪細胞を材料として、天井培養法等を行うことにより、該脂肪細胞が脱
分化されることによって得られる線維芽細胞様の未分化な細胞のことをいう。このような
本発明の「脱分化脂肪細胞」は、脂肪細胞以外の他の機能を有する細胞として、例えば、
骨芽細胞、筋芽細胞、上皮細胞、または神経細胞等にも分化し得る、多分化能を有するも
のである。
　本発明では従来知られているいずれの方法によって得られた「脱分化脂肪細胞」も使用
することができ、このように得られた初代の脱分化脂肪細胞を、数代、数十代まで長期間
継代したものも使用することができる。
【００１３】
　本発明の「歯周組織再生用材料」は、脱分化脂肪細胞に加え、さらに「担体」を含むも
のであることが好ましい。本発明における「担体」は、脱分化脂肪細胞が歯周組織を再構
成するための足場や、脱分化脂肪細胞が増殖する場として作用し得るものであることが好
ましく、本発明の「歯周組織再生用材料」が移植される動物等において安全なものであれ
ば従来知られているいずれのものも使用することができる。
　このような本発明の「担体」として、例えば、吸収性の材質からなる担体、好ましくは
乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担体を使用することが好ましい
。この担体は、乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする気孔率が６０％
以上９５％以下のブロック状のＰＬＧＡ担体であることが好ましく、特に気孔率８０％の
ブロック状のＰＬＧＡ担体であることが好ましい。
　気孔率が６０％未満または気孔率が９５％を超えるものも、本発明の「担体」として使
用することが可能であるが、気孔率が６０％未満となると、強度は高いものの、成型性が
悪くなり、気孔の連通性、気孔径が小さくなるため、脱分化脂肪細胞を担体内部に均一に
播種することが困難になる。また、気孔率が９５％を超えると、気孔の連通性、気孔径が
大きくなり、脱分化脂肪細胞の播種性は良くなるものの、担体内に脱分化脂肪細を留めに
くくなり、担体の強度も低下するため、培養時や移植後の形状の維持が困難になるためで
ある。
 また、気孔径は、１００μｍ～５００μｍがよく、１５０～４００μｍがさらに好まし
い。
 本発明の歯周組織の再生には、気孔径と気孔率の両方が適切な範囲にあることが組織再
生効率を向上させるために重要であり、気孔径が１００μｍ～５００μｍかつ気孔率６０
％以上９５％以下が好ましく、気孔径が１５０μｍ～４００μｍかつ気孔率６０％以上９
０％以下がさらに好ましい範囲である。
 具体的には、例えば気孔率８０％で気孔径約１８０ｕｍ、気孔率９０％で気孔径約３５
０μｍの担体が挙げられる。
【００１４】
　また、本発明の担体として、凍結乾燥法やリーチング法により作製されるスポンジ状の
乳酸―グリコール酸製の共重合体を使用することもできるが、これらの方法により作製さ
れた担体は強度が低く、培養期間中もしくは移植後に形状を維持することが困難であり、
また、気孔の独立性が高く、担体内部に脱分化脂肪細胞を均一に播種することが困難であ
る。従って、より強度の高い乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担
体を使用することが好ましい。
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 本発明のブロック状の乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担体は
顆粒状の材料を成型することにより得られるため、強度が高く、気孔に連通性がありスポ
ンジ状の担体の欠点を補うことが可能である。本発明のブロック状のＰＬＧＡ担体を使用
すると、スポンジ状の担体と比べて移植した際に細胞が増殖できる場を広く維持でき組織
が形成される場を維持できる等の利点もある。
 また、ブロックの形状としては、移植する欠損部の形状に合うものであればよく、その
断面形状は、円形、三角形、四角形、その他の多角形があり、四角形としては、正方形、
長方形、台形、ひし形などが挙げられる。
【００１５】
　本発明の「歯周組織再生用材料」は、脱分化脂肪細胞を担体に播種し、担体に生着させ
た状態で使用することが好ましい。脱分化脂肪細胞は担体上、担体内部等の担体のいずれ
の箇所に生着していても良いが、担体内部に生着していることが特に好ましい。
　脱分化脂肪細胞の担体への生着には、従来知られているいずれの方法も用いることがで
きるが、例えば、前処理等した担体に脱分化脂肪細胞を播種し、これを一定時間静置する
ことで生着させる等の方法が挙げられる。
　本発明の「歯周組織再生用材料」において、担体に生着させる脱分化脂肪細胞の数は、
歯周組織の再生が可能である数であれば良く、担体の大きさ等に合わせて調整することが
できる。使用する担体の大きさも、歯周組織の欠損部の大きさ等、本発明の「歯周組織再
生用材料」を移植し歯周組織を再生させたい箇所に合わせて調整することができる。
【００１６】
　本発明の「歯周組織再生用材料」はさらに、組織再生用吸収性メンブレンと組み合わせ
て使用することが好ましい。「組織再生用吸収性メンブレン」を組み合わせて使用するこ
とにより、咬筋に付随する骨膜や筋膜を含めた歯周組織外の組織から本発明の「歯周組織
再生用材料」を遮蔽し、歯周組織の再生を阻害する細胞の侵入を回避することで、脱分化
脂肪細胞および担体の再生促進能力を高めることが可能となる。
　ここで「組織再生用吸収性メンブレン」とは、脱分化脂肪細胞や、該細胞を含む担体の
移植した箇所からの離脱、および歯周組織の再生を阻害する細胞の該担体への侵入等を防
止できるものであることが好ましく、本発明の「歯周組織再生用材料」が移植される動物
等において安全なものであれば従来知られているいずれのものも使用することができる。
　このような「組織再生用吸収性メンブレン」は、従来知られているいずれのものも使用
することができ、市販のものであってもよい。このような「組織再生用吸収性メンブレン
」として、例えば、コーケンティッシュガイド（コラーゲン膜、株式会社高研）、バイオ
メンド（コラーゲン膜、株式会社白鳳）、またはジーシーメンブレン（乳酸－グリコール
酸共重合体膜、株式会社ジーシー）等を挙げることができる。また、海外において市販さ
れているバイクリルメッシュ（ｐｏｌｙｇｌａｃｔｉｎ，Ｊ＆Ｊ）、ＩＮＩＯＮ　ＧＴＲ
（登録商標）（ＰＬＬＡ，ＩＮＩＯＮ）、またはＢＩＯ－ＧＵＩＤＥ（登録商標）（コラ
ーゲン，ＧＥＩＳＴＬＩＣＨ－ＰＨＡＲＭＡ）等を挙げることもできる。
【００１７】
　本発明の「歯周組織を再生する方法」では、このような本発明の「歯周組織再生用材料
」を移植する工程を含み、これによって歯周組織が再生できる方法であればよい。この工
程を含む方法であればよく、その他、歯周組織の再生に有用な方法を含んでいてもよい。
　以下に実施例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、本発明がこれらに限定されな
いことは言うまでもない。
【実施例】
【００１８】
〔実施例１〕
歯周組織再生用材料の調製
　次の１）および２）の工程を経て歯周組織再生用材料を調製した。
１）脱分化脂肪細胞（ＤＦＡＴ）の調製
　８週齢の雄性Ｆ３４４ラット（日本クレア）の鼠径部から約１ｇの皮下脂肪組織を採取
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し洗浄後、０．１％コラゲナーゼ（ＳＩＧＭＡ）溶液にて酵素処理を行った。さらに１０
０μｍセルストレイナー（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ）にて余分な組織を排除後、１３５Ｇにて
３分間遠心分離を行い、遠沈管上部に浮遊する成熟脂肪細胞分画を採取した。
　採取した成熟脂肪細胞群をＤｕｌｂｅｃｃｏ'ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍ
ｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ培地：ＳＩＧＭＡ）にて３回洗浄後、２０％　ＦＥＴＡＬ　ＢＯＶ
ＩＮＥ　ＳＥＲＵＭ（ＦＢＳ：Ｎｉｃｈｉｒｅｉ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ＩＮＣ）お
よび１％　Ｐｅｎ　Ｓｔｒｅｐ（ＧＩＢＣＯ）を添加したＤＭＥＭ培地で満たした２５ｃ
ｍ2フラスコに５×１０4の細胞を移すと、成熟脂肪細胞群は培地内にて反転させたフラス
コの天井部分に接着した（天井培養）。
　天井部分に細胞を接着させたまま７日間、同培養液にて培養を続けると、７日後に成熟
脂肪細胞から脱分化し、均一な形態を示す線維芽細胞様細胞が観察された（図１、Ａおよ
びＢ）。
　線維芽細胞様細胞を確認後、フラスコを正位に戻した後も培地交換を行い、培養を続け
ると線維芽細胞様細胞は増殖を続けた。この線維芽細胞様細胞を脱分化脂肪細胞（ＤＦＡ
Ｔ）とした。なお正位の位置で、線維芽細胞様細胞を培養できるように，天井培養の際に
は反転させている。
　成熟脂肪細胞から脱分化により得られた脱分化脂肪細胞をトリプシン－ＥＤＴＡ液で通
法に従って継代操作することで、必要な細胞数を獲得した。なお、この脱分化脂肪細胞に
ついて、骨芽細胞及び脂肪細胞への分化能を調べ、多分化能を有する脱分化脂肪細胞であ
ることも確認した。
　今回の歯周組織再生用材料の調製においては３継代目の細胞を歯周組織の再生に使用し
たが、成熟脂肪細胞から脱分化により得られた脱分化脂肪細胞であれば、初代のものも、
数十代まで長期間継代したものも、いずれのものも歯周組織再生用材料の調製に使用する
ことができる。
【００１９】
２）担体への脱分化脂肪細胞の播種
（１）担体の調製
　乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする気孔率８０％のブロック状の
ＰＬＧＡ担体（大きさ：縦２ｍｍ横３ｍｍ厚さ１ｍｍ，気孔径１８０μｍ、株式会社ジー
シーにて作製）を使用した。これを７０％エタノールにより脱気処理（図２）し、脱分化
脂肪細胞の播種のための前処理を行った。
【００２０】
（２）脱分化脂肪細胞の播種
　上記（１）にて調製したＰＬＧＡ担体をＤＭＥＭ培地にて２４時間浸漬した後，担体上
面に上記１）にて調製した脱分化脂肪細胞を含む細胞懸濁液（１．０×１０6個／２００
μｌ）を加え、脱分化脂肪細胞を播種した。これをＤＭＥＭ培地にて３７℃，５％ＣＯ2

下にて６時間静置し、静置後漏出した細胞数を計測することで脱分化脂肪細胞が担体内部
に生着していることを確認した。このように調製したものを歯周組織再生用材料とした。
【００２１】
〔実施例２〕
歯周組織の再生
　実施例１にて調製した歯周組織再生用材料により、歯周組織の再生を行った。
１．歯周組織欠損モデルの作製
　歯周組織欠損モデルの作製はキングらの方法に従った（Ｋｉｎｇ　ＧＮ　ｅｔ　ａｌ．
　Ｊ　Ｄｅｎｔ　Ｒｅｓ　１９９７；７６：１４６０ｅ７０．）。
　即ち、８週齢の雄性Ｆ３４４ラットにソムノペンチル（共立製薬株式会社）にて腹腔内
麻酔を施し、左側口角から下顎角にわたり除毛および皮膚切開を行い、咬筋を切断した。
次に切断した咬筋を翻転させ、露出させた下顎骨の第一臼歯遠心根頬側周囲を象牙質が露
出するまで歯科用インバーテッドバー（ジョダ社）によって注水下にて機械的に欠損させ
た。これにより、縦２ｍｍ×横３ｍｍ×深さ１ｍｍの欠損部位（図３）を有する歯周組織
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欠損モデルを作製した。
【００２２】
２．歯周組織再生用材料による歯周組織の再生
　上記１にて調製した歯周組織欠損モデルの欠損部位を洗浄後、実施例１にて調製した脱
分化脂肪細胞を含む歯周組織再生用材料を欠損部に填塞後（対照群は担体のみを填塞）、
ジーシーメンブレン（乳酸－グリコール酸共重合体膜、縦７ｍｍ×横８ｍｍ、株式会社ジ
ーシー）にて被覆することで移植を行った。移植後に咬筋および皮膚を旧位に復して縫合
した。移植期間は５週間とした。
【００２３】
　歯周組織再生用材料を移植した歯周組織欠損モデルの群を歯周組織再生用材料移植群（
ｎ＝３）とし、比較として、歯周組織欠損モデルの欠損部位を洗浄後、上記（１）にて前
処理したＰＬＧＡ担体とジーシーメンブレン（縦７ｍｍ×横８ｍｍ）を填塞することで移
植し、縫合し、移植期間を５週間とした担体移植群（ｎ＝３）を作製した。
　この歯周組織再生用材料移植群と担体移植群の移植箇所（欠損部位周辺部）をそれぞれ
、移植期間である５週間中、７日間ごとにＸ線ＣＴシステム（Ｒ＿ｍＣＴ：リガク）にて
９０ｋｖ，１００ｍＡ，撮影倍率２０倍（ｖｏｘｅｌサイズ：３０×３０×３０μｍ）１
７秒間の条件下で撮影した。
　得られた投影データをもとに、統合画像処理ソフトＩ－ｖｉｅｗ－３ＤＸ　Ｖｅｒ．１
．８２（ＭＯＲＩＴＡ）によりＣＴ画像の処理を行った。μＣＴ画像は３ｂｙ４ｖｉｅｗ
ｅｒ　Ｖｅｒ．２．４（北千住ラジスト歯科，Ｉ－Ｖｉｅｗ画像センター）にて解析し，
作製した欠損部内の硬組織量を定量的に評価した。有意差検定はボンフェローニ補正マン
ホイットニー検定を用いた。その結果、歯周組織再生用材料移植群は担体移植群と比較し
て有意に欠損部内の硬組織量が増加したことが確認でき（図４）、セメント質と歯槽骨と
の間に歯根膜様の空隙の存在も確認できた（図５）。
【００２４】
　また、移植期間終了後、移植箇所（欠損部位周辺部）を含む下顎骨を取り出し、１０％
中性緩衝ホルマリン液にて固定した。その後、ＥＤＴＡ液で４週間脱灰操作を行い、組織
学的解析を行うために通法に従って脱水、透徹、浸漬しパラフィン包埋した。これを７μ
ｍに薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色をして評価した。その結果、歯周組織再生用
材料移植群及び担体移植群のいずれにおいても、第一臼歯近心根において、セメント質（
図６、７、矢印で囲われた部分）、歯槽骨様及び歯根膜様の組織が認められた。
　セメント質の再生の程度を、再生したセメント質の幅径を測定することにより評価した
。各群において、作製した欠損周辺部から無作為に選択した複数の箇所の幅径を測定した
ところ、歯周組織再生用材料移植群は担体移植群と比較して有意にセメント質の幅径が広
く、セメント質の再生の程度が高いことが確認できた。
【００２５】
　また、各歯周組織欠損モデルにおいて、セメント質の再生率として欠損部位において再
生したセメント質の幅径の比率（第一臼歯遠心根において、欠損を作製しなかった舌側の
セメント質の幅径に対する、欠損を作製した頬側のセメント質の幅径の比率）を算出した
。
　算出した比率を頬側周囲欠損させず維持していた健全な第一臼歯の歯根中央部のセメン
ト質の幅径を１００％（図８、Ａ）とした場合と比較したところ、担体移植群（図８、Ｃ
）ではセメント率の再生率が低く、担体も歯周組織再生用材料も移植しなかった群（図８
、Ｂ）でも十分なセメント質の再生率が得られなかった。一方歯周組織再生用材料移植群
（図８、Ｄ）では健全な歯周組織のセメント質の幅径の８割に達し、セメント質の再生率
が非常に高いことが確認できた。
【００２６】
　再生した歯根膜について観察したところ、歯根膜線維の走行は，歯根に直行した配列が
観察された。また，歯根膜の線維がセメント質内に埋入していることも認められた。これ
は、欠損させず維持していた健全な歯に見られる歯根膜の線維の走行と一致し、健全なセ
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メント質内に認められるシャーピー線維と同一なものであると示唆された。
　従って、本発明の歯周組織再生用材料によって、セメント質の再生や、歯根膜の機能を
有する線維群の再生が可能であることから、本発明の歯周組織再生用材料は歯周組織の再
生に有用であることが確認できた。
【産業上の利用可能性】
【００２７】
　本発明のＤＦＡＴを含む歯周組織再生用材料によりや、歯周組織の再生を実現すること
が可能となり、歯周病等の歯周組織の欠損が生じる疾病に対し、安全で簡便かつ有用な治
療剤、治療法等を提供できる。

【図４】

【図１】

【図２】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【手続補正書】
【提出日】平成26年10月9日(2014.10.9)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
脱分化脂肪細胞及び担体を含む歯周組織再生用材料であって、担体が乳酸－グリコール酸
共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする担体である前記歯周組織再生用材料。
【請求項２】
（削除）
【請求項３】
（削除）
【請求項４】
担体が、乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を主成分とする気孔率が６０％以上９
５％以下の担体である請求項１に記載の歯周組織再生用材料。
【請求項５】
担体が、顆粒状の乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）を成型して得られるブロック
状の担体である請求項１または４のいずれかに記載の歯周組織再生用材料。
【請求項６】
組織再生用吸収性メンブレンと組み合わせて使用する請求項１、４および５のいずれかに
記載の歯周組織再生用材料。
【請求項７】
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請求項１、４～６のいずれかに記載の歯周組織再生用材料および組織再生吸収性メンブレ
ンを含む歯周組織再生用キット。
【請求項８】
組織再生吸収性メンブレンが乳酸－グリコール酸共重合体膜またはコラーゲン膜である請
求項７に記載の歯周組織再生用キット。
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【国際調査報告】
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