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緒言 

歯周病は，歯周病原細菌が原因となって発症する炎症性疾患であり，重症化に伴っ

て歯周組織の破壊が進行する 1)。その基本的な治療は，スケーリングやルートプレー

ニングによって原因となっている細菌性バイオフィルムを機械的に除去することが

中心となる 2)。進行した歯周病に対しては，歯肉を剥離し，明視下で感染源を除去す

る歯肉剥離掻爬術を代表とする歯周外科処置が選択される 3)。しかし，歯周外科処置

によって除去された病変部のスペースでは，歯根膜および骨髄由来の細胞と比較して

歯肉上皮細胞の増殖速度が速いため，歯根面と長い上皮性の付着を形成して治癒が完

了し，歯周病の再発リスクが残存する。理想的な歯周組織再生には，最小限の上皮性

付着とコラーゲン線維を包含したセメント質の新生，歯槽骨の再生が必要である 4)。

そのため，喪失した歯周組織の再生を目的にした歯周組織再生療法が開発されてきた

5-9)。現在，歯周組織再生誘導法（Guided Tissue Regeneration： GTR），エナメルマトリ

ックスデリバティブ（Enamel Matrix Derivative： EMD）そして種々の増殖因子の応用

が試みられている 5-9)。 

塩基性線維芽細胞増殖因子（basic Fibroblast Growth Factor： bFGF）は，歯根膜由来

の線維芽細胞の増殖や骨形成を促進することが知られている 10, 11)。さらに bFGF は，

イヌの歯槽骨欠損モデルにおいて歯周組織再生を促進することや，慢性歯周炎患者に
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おけるランダム化比較試験において歯槽骨再生を促進することが報告されている 12-

15)。これらのことから，bFGF 製剤は世界初の歯周組織再生治療剤として臨床応用が

開始された。 

しかし，bFGF 製剤は局所組織中において，標的特異性が低く，滞留時間が短いこ

とを課題として残しており，高用量投与や反復投与が必要となる場合，コストの増加

や副作用のリスクが問題となる 16-18)。歯周組織再生療法においては，歯が上皮を貫い

て植立しているという口腔の解剖学的特徴から，創部が開放創になりやすく，材料や

薬剤が流失しやすい特徴がある。実際に，水平性骨吸収や重度の根分岐部病変といっ

た重症化した歯周病では，増殖因子を十分な濃度で歯周組織中に維持することが困難

である。こうした解剖学的特徴に起因する問題を克服するためには，局所組織中に薬

剤を滞留させることや徐放させることが重要となる 19)。 

そこで，増殖因子を歯周組織中に豊富に含まれるコラーゲンへアンカリングさせ，

滞留性を持たせる薬物送達システム（Drug Delivery System：DDS）に着目した。ガス

壊疽は，Clostridium属細菌によって引き起こされる感染症であり，同菌が産生するコ

ラゲナーゼによって不溶性コラーゲンが分解されて感染が拡大する。その中でも，C. 

histolyticum は 2 種類のサブタイプのコラゲナーゼを産生する 20, 21)。これらのコラゲ

ナーゼの C 末端側には，コラーゲン結合ドメイン（Collagen Binding Domain：CBD）
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が存在し，コラーゲンに結合して効率的に加水分解を行う 22-26)。Nishiらは，この CBD

と bFGFから成る融合タンパク質（Collagen binding bFGF：CB-bFGF）を作製してマウ

スの皮下に注射したところ，投与局所の間質細胞の DNA合成が投与 7日後まで持続

した 27)。さらに，CB-bFGF は整形外科領域において骨形成促進作用が報告されてい

る 28-32)。マウスの大腿骨骨折モデルに対して，コラーゲンシート 28,29)，コラーゲンパ

ウダー30)，コラーゲンゲル 31)，脱灰骨 32)といった様々な基剤と CB-bFGFを併用する

と，bFGFと比較して，有意に長管骨骨折部の骨形成を促進した。また，Clostridium属

細菌由来のコラゲナーゼは，デュピュイトラン拘縮の治療薬として認可されており，

その一部である CBDも臨床応用において安全性が高いと考えられる 33, 34)。 

以上のことから，CB-bFGF とコラーゲン基剤を用いた複合剤を応用した新規の歯

周組織再生療法の可能性を考えた。しかし，歯周組織再生療法に本複合剤を応用する

には，上述したように，創部が開放創となりやすく，材料が流失しやすいという口腔

の解剖学的特徴を克服する必要がある。さらに，整形外科領域における報告 28-32)にあ

る長管骨は中胚葉由来であるが，歯槽骨，歯根膜などの歯周組織は外胚葉由来である。

すなわち，一般医科領域における再生療法とは発生学的に異なる背景を持つことから，

本複合剤の歯科領域への適応は未だ不明である。そこで，in vitro 及び in vivo の評価

系を設定し，本複合剤の有効性を検討した。 
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材料と方法 

 

1．使用動物 

雄性 SD系ラット（10-12週齢，日本クレア株式会社，東京，日本）を使用した。室

温 23 ± 1 ˚C，人工照明 8:00〜20:00に設定された岡山大学動物資源部門飼育施設で飼

育し実験に使用した。本研究は，岡山大学動物実験委員会の承認を得て行った（承認

番号：OKU-2017054）。全ての動物実験は岡山大学動物実験規則に基づいて行い，チア

ラジン（10 mg/kg）及びケタミン（100 mg/kg）を用いて，最小限の侵襲で施行した。 

 

2．試料 

bFGFは，Miltenyi Biotec（東京，日本）から購入した。C. histolyticumのコラゲナ

ーゼクラスⅡ（ColH）に由来する CBDと bFGFから成る融合タンパク質（CB-bFGF）

は，Nishiらの方法にしたがって精製した 27)。簡潔に説明すると，プラスミド（pCHC302-

hbFGF）を Escherichia coli BL21 CodonPlus RIL（Agilent Technologies，Santa Clara，CA，

USA）へ導入し，Glutathione-S-Transferase（GST）との融合タンパク質として生産した。
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GST融合タンパク質は，Glutathione Sepharose 4B（GEヘルスケア，東京，日本）を用

いて，アフィニティ・クロマトグラフィーにより精製した。Thrombin（GE ヘルスケ

ア）で GSTタグを切断した後，Heparin Sepharose（GEヘルスケア）を用いたアフィ

ニティ・クロマトグラフィーにて CB-bFGFを精製した。併用するコラーゲン基剤は，

ニッピ（茨城，日本）のコラーゲンパウダー（collagen powder：CP）とコラーゲンシ

ート（collagen sheet：CS）を用いた。 

 

3．細胞増殖活性の評価 

歯根膜細胞は，奥村らおよび Seoらの報告を改変して培養した 35, 36)。ラットの切歯

を摘出し，歯根表面に付着した歯根膜細胞を採取した。2 mg/ml コラゲナーゼタイプ

Ⅰ（フナコシ，東京，日本）と 4 mg/mlディスパーゼⅡ（三光純薬，千葉，日本）で

60分間，酵素処理した。酵素処理後の組織をリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered 

saline，PBS）pH 7.2（Thermo Fisher Scientific，東京，日本）で洗浄した。続いて，10%

ウシ胎児血清（fetal bovine serum，FBS）（Thermo Fisher Scientific）含有イーグル最小

必須培地 α改変型（minimum essential medium eagle，alpha modification，αMEM）（Sigma-

Aldrich，St. Louis，MO，USA）へ細胞を播種し，湿度 95%，CO2濃度 5%，温度 37˚C

で培養した。4-5代目まで継代し，96ウェルプレートに 1.0 × 103 cells/wellで播種し，
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2% FBS含有 αMEM中で 5時間培養した。1，10，100，そして 1,000 pMの bFGFまた

は CB-bFGFを添加し，72時間後に Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所，熊本，日本）

を用いて，WST-8 assayを行った。 

 

4．コラーゲン結合活性の確認 

コラーゲン結合活性の評価は，Matsushita らの方法を改変して行った 22)。0.4 nmol

の bFGFまたは CB-bFGFと 5 mgの CPを，孔径 0.22 µmの遠心式フィルターユニッ

ト（Merk，Darmstadt，Germany）内で混和し，4˚Cで 30分反応させた。12,000 rpmで

4 分遠心し，得られた水相をポリアクリルアミド電気泳動（sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide electrophoresis：SDS-PAGE）で解析した。 

 

5．コラーゲンシートにおける CB-bFGF の滞留性の評価 

bFGFまたは CB-bFGFを 1 mM CaCl2を含む 50 mM Tris-HCl, pH 7.5で 6 µMに調整

した。Tris(2-carboxyethyl)phosphine（和光純薬，大阪，日本）を添加し，37˚Cで 30分

反応させた。1 mM Alexa Fluor 594 dye （Thermo Fisher Scientific）を添加し，4˚Cで一

晩反応させた。得られた標識タンパク質を SpinTrap column（GEヘルスケア）に移し，

800 × g，4˚C，2分遠心した。蛍光標識とコラーゲン結合活性は，ChemiDoc MP system
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（BioRad Laboratories，CA，USA）を用いて，SDS-PAGEで確認した。0.58 nmolの標

識した bFGFまたは CB-bFGFを 5 × 5 × 2 mm（長さ × 幅 × 厚さ）の CSと反応さ

せ，1 mL αMEMを加えた 12ウェルプレートに静置した。0，1，3，5，10，そして 14

日後に IVIS system（IVIS Lumina，住商ファーマインターナショナル，東京，日本）

を用いて蛍光検出した。CS上の蛍光反応を検出した面積を ImageJ（National Institutes 

of Health，MD，USA）で定量した。 

 

6．骨欠損モデルの作製 

ラットの上顎口蓋側歯肉を第一大臼歯近心から第二大臼歯遠心まで切開・剥離し，

タングステンカーバイドバー（Beldenta Supply，兵庫，日本）で第一大臼歯近心から

遠心まで口蓋側の歯槽骨を口蓋骨底部まで約 1 mm削除した（図 1 a）。5 mgの CPに

CB-bFGFを 0.58 nmol（終濃度）となるように混和し（CB-bFGF/CP），欠損部へ填入

した（図 1 b）。試料の填入量は，Saitoらの報告を基に決定した 30)。対照群として，未

填入（Control）群，PBS/CP群，あるいは bFGF/CP群（終濃度 0.58 nmol/5 mg）を設

定した。最後に，8-0ナイロン糸（ワシエスメディカル，東京，日本）で縫合し，閉創

した（図 1 c）。4，8週後にラットを炭酸ガスで安楽死させ，歯周組織再生について放

射線学的，組織学的に評価した。 
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7．マイクロ CT 解析による骨量と骨塩量の定量 

ラットの上顎骨を摘出し，4%リン酸緩衝パラホルムアルデヒド溶液（Nacalai Tesque，

京都，日本）で 4˚C，72時間で浸漬固定した。マイクロ CT画像は，microfocus X-ray 

CT imaging system（inspeXio SMX-90CT；島津製作所，京都，日本）を用いて，管電圧 

90 kV，管電流 110 mA，ボクセルサイズ 20 µm/pixel，マトリックスサイズ 1024 × 1024 

pixelの条件で撮影した。骨欠損部の解析は，第一大臼歯と第二大臼歯の接触点から，

近心方向に 120スライス（2.4 mm相当）について行った。骨量と骨塩量は，骨欠損を

作製した口蓋側歯槽骨の最底辺と歯根に沿って歯冠側へ向けて引いた垂線によって

囲まれた領域を既存骨と新生骨を含めて解析した（図 1 d，eの点線三角形部分）。画

像解析は，Tri-3D-Bone（Ratoc System Engineering，東京，日本）を用いて行った。 

 

8．組織学的形態計測  

固定後の上顎骨を 10%ギ酸を用いて 10 日間脱灰し，パラフィン包埋した。第一大

臼歯近心咬頭から遠心方向に 4 µm の組織切片を作製し，ヘマトキシリン-エオジン

（Hematoxylin-Eosin：H-E）染色と Azan染色を行った。H-E染色した切片は，骨欠損

作製部位と推測される明瞭な境界線を基準に，骨基質の添加が見られ，骨梁と骨髄を
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確認できる部分を新生骨と定義して，Image Jで計測した（図 1 f，g）。Azan染色切片

では，歯面に付着した上皮組織長を計測した。それぞれの切片は，50 µmごとに 3枚

作製し，その平均値を算出して定量した。 

 

9．免疫組織化学染色による解析 

免疫組織化学染色は，アビジンビオチンペルオキシダーゼシステムを使用し，

VECTASTAIN Elite ABC Rabbit kit（Vector Laboratories，Burlingame，CA，USA）を用

いて行った。キシレンによる脱パラフィン後，0.3% 過酸化水素メタノール溶液で内

因性ペルオキシダーゼを不活化し，Trypsin（Thermo Fisher Scientific）で 15分間処理

して抗原賦活化を行った。正常ヤギ血清により 15 分間ブロッキングした後，一次抗

体を添加し，4˚Cで一晩反応させた。一次抗体は，抗 osteocalcin抗体 （OCN：Rabbit-

poly；BIOSS，Woburn，MA，USA），抗 poliferating cell nuclear antigen抗体 （PCNA：

Rabbit-poly；Gene Tex，Irvine，CA，USA），抗 osteopontin抗体 （OPN：Rabbit-poly；

BIOSS）をそれぞれ 500倍，100倍，100倍に PBSで希釈して使用した。PBSで洗浄

し，ヤギ抗ウサギのビオチン標識二次抗体を PBSで 200倍に希釈して添加し，25˚C，

30 分反応させた。ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン液を添加し，30 分反応

させた後，0.01% 3,3’-diaminobenzidine（DAB；Nacalai Tesque）を添加して発色させた。



 11 

最後に，Mayer’s Hematoxylin（和光純薬）により対比染色して，光学顕微鏡（DP70：

OLYMPAS，東京，日本）で顕鏡し，新生歯槽骨周囲の陽性細胞数を計測した。陽性細

胞数の計測は各群 3匹ずつのラットから作製した組織切片を無作為に 3枚選択して行

った。 

 

10．統計解析 

全ての解析データは，平均 ± 標準偏差（SD）として示した。各実験系における統

計解析は，one-way analysis of variance（one-way ANOVA）を用い，さらに多重比較検

定を Tukey/Kramer testで行った。2群間の差の検定には Student’s t-testを用いた。各々

の統計処理には，JMP（Ver. 9.0.2：SAS Institute，Cary，NC，USA）を用いて検定を行

い，p値が 0.05未満の場合を有意差ありと判定した。  
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結果 

1．in vitro における CB-bFGF の性質評価 

CB-bFGFと bFGFの歯根膜細胞に対する細胞増殖活性は，0〜1,000 pMの範囲にお

いて同程度であった（図 2）。コラーゲン結合試験では，CB-bFGF（41.5 kDa）のバン

ドがコラーゲンの添加によって消失した。これによって，CB-bFGFのコラーゲン結合

活性が確認された（図 3：Lane 2および Lane 3）。他方、bFGF（16.4 kDa）のバンドは，

コラーゲンを添加しても検出された。これより bFGFは，コラーゲンに結合しないと

考えられた（図 3：Lane 4および Lane 5）。また，bFGFおよび CB-bFGFの蛍光標識を

確認し（図 4：Lane 1, 2および Lane 3, 4），同様にコラーゲン結合活性を評価したとこ

ろ，蛍光標識した CB-bFGFも同様にコラーゲン結合活性が確認された（図 4：Lane 5-

7および Lane 8-10）。続いて，蛍光標識したタンパク質を用いて，CS中における bFGF

および CB-bFGFの滞留性を経時的に測定した（図 5 a）。bFGFの蛍光は，実験開始か

ら 5日後に消失した。一方，CB-bFGFの蛍光は 14日後まで確認された。実験期間中

の CB-bFGFの蛍光面積は，bFGFと比較して，有意に大きかった（図 5 b）。 

 

2．in vivo モデルにおける骨量と骨塩量の変化 

CB-bFGF/CP群では，対照群と比較して骨形成の亢進が観察できた（図 6 a）。術後
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4週において，CB-bFGF/CP群は，Control群と比較して，骨量と骨塩量はともに有意

に増加した（図 6 b，c）。bFGF/CP 群との比較では，骨量と骨塩量は増加する傾向に

あった。一方，術後 8週では，CB-bFGF/CP群において，骨量と骨塩量が対照群と比

較して有意に増加し，特に bFGF/CP群との比較では，骨量，骨塩量は約 1.5倍となっ

た。 

 

3．組織学的形態計測による新生骨面積と上皮性付着の長さの評価 

H-E染色による評価では，術後 4および 8週後に骨欠損作製部において新生骨が確

認できた（図 7 a）。新生骨を定量したところ，術後 4週において，bFGF/CP群及び CB-

bFGF/CP 群は，Control 群と比較して有意に新生骨面積が増大した。術後 8 週におい

て，CB-bFGF/CP群では対照群と比較して有意に新生骨面積が増大した。bFGF/CP群

と比較すると，新生骨面積は 1.5倍程度であった（図 7 c）。 

Azan染色による評価では，上皮性付着の長さを評価し，Control 群における全ての

サンプルで上皮性組織の根尖側への侵入が認められたが，CB-bFGF/CPの填入群では，

その割合は減少した。4，8週後いずれも，CB-bFGF/CP群において，Control群と比較

して上皮性付着の長さは有意に短かった（図 7 b，d）。 
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4．骨欠損部における OCN，PCNA，OPN 陽性細胞の局在と定量 

OCN陽性細胞は，CB-bFGF/CP群において新生骨周囲で確認された（図 8 a）。その

陽性細胞数は，4 週後において，対照群と比較して有意に増加した。8 週後において

は，陽性細胞数は減少したが，Control群と比較して有意に多かった（図 8 d）。PCNA

陽性細胞は，CB-bFGF/CP群において歯根や新生骨周囲の結合組織中に明瞭に観察さ

れた（図 8 b）。その陽性細胞数は，4週後において，対照群と比較して有意に増加し

ていたが，8週後には減少した（図 8 e）。OPN陽性細胞は，CB-bFGF/CP群において

新生骨周囲の結合組織中に確認された。その陽性細胞数は，4週後において，Control

群に比較して有意に増加した（図 8 c）。一方で，8週後では，陽性細胞数は減少した

（図 8 f）。 
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考察 

bFGF は，歯周組織再生治療剤として臨床応用が実現化した。しかし，その適応症

は垂直性骨欠損に限定されており，複雑な骨欠損における bFGF製剤の適応は困難で

あることが現状である。本研究では，コラーゲン結合活性を付与した bFGFとコラー

ゲン基剤を用いた複合剤（CB-bFGF/CP）の水平性骨欠損に対する歯周組織再生療法

における有効性を検討した。 

in vitro のモデルにおいて，本複合剤が歯周組織再生療法に適しているかを検討し

た。第一に，CB-bFGFが歯根膜細胞に対して細胞増殖活性を発揮することを示した。

bFGF の刺激によって，歯根膜細胞は，増殖，遊走，分化，そして細胞外マトリック

スの産生制御を行い，歯周組織再生において重要な役割を果たすことが知られている

37)。第二に，精製した CB-bFGFが CPに結合することを示した。なお，CPは操作性

が良好なため，歯周組織再生療法における手術部位への填入に適した材料である。さ

らに，in vitroにおける bFGFのコラーゲン基剤に対する滞留性を，蛍光イメージング

を用いて定量的に検証した。蛍光イメージングにおいては，定量の正確性を向上する

ために基剤として CSを用いた。その結果，bFGFと比較して，CB-bFGFは CS中に長

期間滞留することを明瞭に示すことができた。このことから本複合剤の有効性は，コ

ラーゲン基剤から CB-bFGF が徐放されることによって発揮されると推測される。し
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かし，本モデルにおいて，プロテアーゼ活性による分解や唾液などによる拡散は検討

しておらず，in vivoモデルによる今後の検討が必要である。 

in vitroにおいて CB-bFGFの有効性が確認されたため，ラットの歯槽骨欠損モデル

を作製し，in vivoでの有効性を検討した。本モデルは，歯槽骨の水平性骨欠損を想定

して作製した。マイクロ CT による解析と組織学的形態計測の結果，CB-bFGF/CP 群

は，術後 8週において対照群と比較して有意に歯槽骨形成を促進した。これらの結果

から，CB-bFGF/CPはコラーゲン基剤とともに投与することによって歯周組織局所へ

滞留し，bFGF の有効性を高める可能性が示された。一般に歯周組織再生では，上皮

組織のダウングロースを抑制し，一方で歯槽骨，セメント質，そして歯根膜の新生を

促進することが重要である。歯周組織再生の初期段階において，bFGF は欠損部周囲

に残存する歯根膜及び歯槽骨からの間葉系幹細胞の増殖と遊走を活性化し，創傷治癒

後期において，それらの幹細胞の分化を促進することが知られている 38)。本研究では，

CB-bFGF投与群で，4および 8週後において Control群と比較して上皮のダウングロ

ースが抑制された。これらの結果から，コラーゲン基剤による再生スペースの保持に

加えて，CB-bFGFがコラーゲン基剤から徐放されることによって，歯周組織再生を促

進する可能性が考えられる。本複合剤は，新規 DDS として，歯周組織再生療法の適

応症の拡大に繋がると期待される。 
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さらに，免疫組織化学染色を行って，4および 8週における新生歯周組織形成に関

与する細胞の局在とその発現の経時推移を観察した。OCN は，骨芽細胞によって分

泌されるカルシウム結合性タンパク質であり，歯周組織での骨形成において重要な役

割を担っており 39)，骨形成マーカーとして一般的である 40)。CB-bFGF/CP投与群では，

4週後に対照群と比較して新生骨表面で発現が亢進し，8週後においても Control群と

比較して発現が亢進した。この結果から，CB-bFGFによる骨形成反応は 4週後に亢進

し，8週後まで持続することが示された。PCNAは，DNA複製に関与する DNAポリ

メラーゼのコファクターとして作用し 41)，細胞周期の DNA合成期を示すマーカーで

ある 42)。PCNA陽性細胞は，結合組織及び歯根膜組織において観察され，その陽性細

胞数は対照群と比較して4週後に有意に増加した。これらの陽性細胞は歯根膜や骨髄，

そして骨膜組織に由来する線維芽細胞様細胞であると考える。CB-bFGF/CPは，歯周

組織再生に寄与するこれらの細胞の増殖を亢進することが示された。OPNは，インテ

グリンに結合する Arg-Gly-Aspモチーフを有し，ヒドロキシアパタイトに結合する酸

性リン酸化タンパク質である 43)。そのため，正常な仮骨形成や血管新生に不可欠であ

ることが報告されている 44)。本研究では，OPN 陽性細胞が新生骨周囲や結合組織中

に観察された。新生骨周囲の細胞は骨芽細胞や破骨細胞と推測され，これらの細胞は

骨のリモデリングに関与し，結合組織中の細胞は血管新生や細胞外マトリックスの産
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生に関与していると考える。以上の結果から，CB-bFGF/CPは，術後 4週において，

骨のリモデリングや創傷治癒を促進し，骨形成を進行させ，その結果が術後 8週にお

ける骨形成の増加として示されたと考えられる。 

本研究によって，bFGF複合剤と比較して CB-bFGF複合剤の水平性骨欠損における

歯周組織再生に対する有効性が示された。CB-bFGF複合剤は，基剤によって歯周組織

再生のスペースを確保し，CB-bFGFによって内在性の幹細胞の分化・増殖を刺激する

ことで，理想的な歯周組織の再生を導くと考える。これは，CB-bFGFをコラーゲン基

剤に結合して投与することで，局所組織中に滞留し徐放されることによって，bFGFの

生理活性を持続的に発揮させたためと考える。また，基剤から徐放された CB-bFGF

が，周囲の歯槽骨，セメント質，そして細胞外マトリックスに存在するコラーゲン線

維に結合し，さらに持続的に作用したことも考えられる。今後の臨床応用を目指すた

めには，歯周組織再生研究のスタンダードとされる中型動物を用いて本複合剤の有効

性を明らかにすることと，安全性を評価するために CB-bFGF/CPの薬物動態を明らか

にすることが必要である。 
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結論 

CB-bFGF とコラーゲン基剤から成る複合剤は，ラットの水平性骨欠損モデルにお

いて，bFGFに比較して有効に歯周組織再生を促進することが示された。 
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図の説明 

図 1．水平性骨欠損モデルの作製 

（a） ラットの第一大臼歯口蓋側歯肉を切開，剥離し，全層弁を形成後，水平的に

骨欠損を作製した。 

（b） 骨欠損作製部位に試料を填入した。 

（c） 縫合によって閉創した。 

未処置側（d）と処置側（e）の術直後のマイクロ CT画像を示す。骨量と骨塩量は

図に示す三角形の領域内を解析した。スケールバーは 1 mmを示す。未処置側（f）

と処置側（g）の術直後の組織像を示す。スケールバーは 500 µmを示す。 

 

図 2．bFGF と CB-bFGF 添加時の細胞増殖活性の比較 

歯根膜細胞を，96 ウェルプレートへ播種し，5 時間後に bFGF または CB-bFGF を

添加した。72時間後にWST-8 assayを行い，細胞増殖率を算出した（% of control）。

グラフは，独立した 3回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。 

 

図 3．コラーゲンパウダー（CP）に対する CB-bFGF の結合活性の確認 
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コラーゲン結合活性の検討は，CPの存在下及び非存在下で行った。Mはマーカー，

Lane 1；CP，Lane 2；CB-bFGF，Lane 3；CB-bFGF + CP，Lane 4；bFGF，Lane 5；bFGF 

+ CPをそれぞれ示す。画像は，独立した 3回の実験の典型例を示す。 

 

図 4．蛍光標識した bFGF 及び CB-bFGF のコラーゲン結合活性の確認 

bFGF及び CB-bFGFのAlexa Fluor 594による標識を確認した（Lane 1&2；CB-bFGF，

Lane 3&4；bFGF）。標識したタンパク質のコラーゲン結合活性を確認した（Lane 5–7；

CB-bFGF，Lane 8–10；bFGF）。未反応色素はゲルの下部に位置していた。Mはマーカ

ー，画像は独立した 3回の実験の結果を示す。 

 

図 5．コラーゲンシート（CS）中における bFGF と CB-bFGF の滞留性の比較 

（a） CS中の蛍光反応について，独立した 3回の代表的な画像を示す。 

（b） 蛍光面積について経時的に計測した結果を示す。グラフは，独立した 3回の

実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。両群の比較は，Student t-

testを用いて検定した。*：p<0.05（bFGF群と CB-bFGF群の比較） 

 

図 6．マイクロ CT による骨量と骨塩量の定量 
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（a） 独立した 5例の代表的な 2D画像を示す。白い矢印は，骨欠損作製部の最底

部を示す。 

グラフは骨量（b）と骨塩量（c）の定量解析の結果を示す。解析範囲については，

図 1 d，eの点線三角形部分に示した。データは，5回の実験の平均値を示し，エラ

ーバーは標準偏差を示す。それぞれの骨量及び骨塩量の違いは ANOVA/Tukey-

Kramer testを用いて検定した。a：p<0.05（CB-bFGF/CP群と Control群との比較），

b：p<0.05（CB-bFGF/CP群と bFGF/CP群との比較） 

 

図 7．新生骨面積と上皮性付着の長さの定量 

(a) 術後 4，8週における独立した 5例の代表的な H-E染色像を示す。破線は骨欠損

作製部を示し，スケールバーは，100 µmを示す。 

(b) 術後 4週における独立した 5例の代表的な Azan染色像を示す。白い矢印は，上

皮性付着を示し，スケールバーは，100 µmを示す。 

グラフは，新生骨面積（c）と上皮性付着の長さ（d）の定量解析の結果を示す。デ

ータは，5回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。それぞれの新

生骨面積の違いは ANOVA/Tukey-Kramer test を用いて検定した。a：p<0.05（CB-

bFGF/CP群と Control群との比較），b：p<0.05（CB-bFGF/CP群と bFGF/CP群との
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比較） 

 

図 8. 骨欠損部における OCN，PCNA，OPN 陽性細胞の局在と定量 

OCN（a），PCNA（b），OPN（c）陽性細胞の局在について，独立した 3例の代表

的な組織切片像を示す。図中の Bは新生骨，矢印は陽性細胞を示す。スケールバ

ーは 100 µmを示す。グラフは，OCN（d），PCNA（e），OPN（f）陽性細胞数の

定量解析の結果を示す。各群 3匹ずつのラットから作製した組織切片を無作為に

3 枚選択して行い，その平均値を示す。それぞれの陽性細胞数の違いは

ANOVA/Tukey-Kramer testを用いて検定した。a：p<0.05（CB-bFGF/CP群と Control

群との比較），b：p<0.05（CB-bFGF/CP群と bFGF/CP群との比較） 
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