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研究成果の概要（和文）：骨欠損の修復ではドナーへの外科的侵襲が大きいという問題がある。そこで細胞接着
性に優れた新規な担体を用いた新しい骨再生法の有用性を検討し、除去骨と同じ骨形態を再生することを目的と
した。新しい骨再生のためには骨髄間質細胞培養システム、新細胞担体の開発、新技術による培養骨膜の精製が
必須と考えられる。そこで足場としての有用性を確認するために、ウサギの頭蓋骨に円筒状のチタンメッシュを
置き、増殖因子やサイトカインを多く含む血小板フィブリンをフィルム状にして挿入し、新しいゼラチンスポン
ジの代用品として使用できるかどうかを検討したが、著しい新しい骨再生は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：There is a problem that surgical invasion to the donor is large in 
restoration of the bone defect. Therefore, we examined the usefulness of a new bone regeneration 
method using a novel carrier excellent in cell adhesiveness, and aimed to regenerate the same bone 
form as the removed bone. It is considered that bone marrow stromal cell culture system, development
 of new cell carrier, and purification of cultured periosteum by new technology are essential items 
for the new bone regeneration. Therefore titanium mesh into a cylindrical shape was placed on the 
skull of the rabbit in order to confirm the utility as a scaffold, and platelet fibrin 
(Platelet-rich fibrin; PRF) containing a lot of growth factors and cytokines was put with a film 
shape which was investigated whether it could be used as a substitute for a new gelatin sponge, 
while significant new bone regeneration could not be observed.

研究分野：口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨髄間質はさまざまな細胞により構成さ
れる組織であり、造血幹細胞の維持、分化を
コントロールする働きが知られている。また、
骨髄間質にはマクロファージや樹状細胞な
どの造血単核細胞、骨芽細胞や脂肪前駆細胞
などの間葉系細胞、血管前駆細胞などが存在
している。骨髄を採取し単層培養を行うとコ
ロニーを形成する細胞が出現する。この細胞
こそ、試験管内における骨髄間質細胞といわ
れる細胞である。この細胞の中に自己複製能
と複数の間葉系細胞へと分化する多分化能
を有する幹細胞が存在している。間葉系細胞
とは骨、軟骨、脂肪、骨格筋、真皮、靭帯、
腱といった結合織細胞を総称しており、発生
学的に沿軸中胚葉由来の細胞である。すでに
我々はラット骨髄間質細胞がリン酸取り込
み機構を有し、最も石灰化に関与する因子の
一つであることを報告した 1)。リンは生体内
に広く分布し、その約８割はハイドロキシア
パタイトの形で骨に存在する。この研究によ
り、われわれは骨髄間質細胞がナトリウム依
存性無機リン酸トランスポーターを発現し
ており、リンの細胞への取り込みが制御され
ていることや、骨芽細胞分化とリン酸トラン
スポーターの発現に関連があることなどを
論文発表した 2)。血管内皮前駆細胞（EPC）が
従来の既存の血管内皮細胞の再形成
（angiogenesis）のほかに血管内皮前駆細胞
からの発生(vasculogenesis)のメカニズム
に関与することが明らかになり、現在では下
肢虚血や虚血性心疾患の血管再生療法に用
いられるようになってきた。今後の幹細胞治
療においては血管再構築を促すための血管
再生が再生医療の基盤となっていくことが
予想される。口腔外科領域においても以前よ
り特に骨再生における血管再構築の重要性
が指摘されている。骨髄 CD34 陽性細胞が骨
芽細胞に分化するという報告はすでにあり、
血管再生と骨新生がこの細胞から同時に起
こることから骨再生には格好の細胞といえ
る。骨折部への末梢血 CD34 陽性細胞の添加
により優位な強度を持つ機能的骨折治癒が
得られており、末梢血細胞による血管再生が
可能となった現在、EPC に分化するヒト末梢
血 CD34 陽性細胞が骨再生を促進する可能性
が示唆されている。このことから骨髄間質細
胞培養系を用いた生体での骨再生を確認し
たあと、より低侵襲で成功率の高いと思われ
る骨髄 CD34 陽性細胞を新しい骨再生の材料
として動物実験を行う必要がある。 

 

２．研究の目的 
骨欠損の修復は再建外科における重要な
課題の一つであるが、ドナーへの手術侵襲増
大による患者の負担や、元通りの顎形態を再

現することが難しいといった問題点がある。
これまで放射線性および難治性骨髄炎や頭
頸部腫瘍切除後の骨欠損、特に下顎骨の再建
については、自家骨移植、同種骨移植、人工
骨移植、金属プレート、吸収性プレートなど
による様々な再建方法が試みられてきた。し
かし、それぞれにドナーの犠牲や異常免疫反
応、感染、破損などの難点があり、手術の成
功率や術後のＱＯＬは高くなかった。このた
め現在は、最も安全な方法として血管柄付骨
移植が下顎骨再建の主流となっている。一方、
この方法にもドナーへの手術侵襲の増大、手
術時間の延長、また元通りの下顎形態を再現
することの困難さといった問題点がある。
Minimally invasive surgery が外科領域で広
く提唱される現在、これらの問題点を解決す
ることが口腔外科医にとって大きな課題で
ある。そこでこの培養系を臨床応用するため
に、新規細胞担体と培養骨膜による骨再生を
組み合わせて検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
[1]ウサギ腸骨より骨髄採取：自家細胞移植
を前提としてクリーンウサギ（16～18 週齢、
約 3kg）を使用する。皮膚切開し大腿骨の全
体を露出。皮質骨を除去し髄腔内より骨髄組
織を採取する。 
[2] 骨髄分離・培養操作：骨髄細胞を取り出
し、セルストレーナーを用いて通過してくる
細胞を回収。細胞を沈渣で回収後、培地を除
去。新しい無血清培地を入れ、接着細胞用培
養用ウェルプレートに播種する。この際、細
胞数計測板にて0.5x106cells以上/wellにす
る。顕微鏡で培養容器底面への接着伸展を確
認し、培地に骨芽細胞分化誘導試薬を添加し
培養する。高精度位相差顕微鏡を用いて ALP
染色等を行い分化誘導の確認を行う。  
[3]担体：生体吸収徐放基材をベースに細胞
が進入しやすい多孔構造、機械的強度を付加
し、高い細胞親和性、生分解性、強度向上、
収縮抑制効果を持つβ-TCP を添加した強化
型ゼラチンスポンジに単回継代した骨髄間
質細胞を播種し、一定条件下で骨芽細胞へ分
化させる。播種方法として 1～5x105cell/ml
の細胞をスポンジにしみこませ、静置して細
胞を付着させ培養し移植片として使用する。
生化学的分析にて骨髄間質細胞の骨芽細胞
への分化の確認 骨代謝マーカーであるアル
カリフォスファターゼ（ＡＬＰ），オステオ
ポンチン（ＯＰＮ）、オステオカルシン（Ｏ
ＣＮ）の発現の差異をコントロール群と細胞
培養群で定量比較としてリアルタイムPCRで
分析を行う。 
[4]チタンメッシュのスキャホールドとして
の有用性を確認するために動物実験を行う。
実験動物としてはウサギを用い、その頭蓋骨
にチタンメッシュを円柱状に加工して植立
し、非脱灰研磨標本を作製して、月単位で経
時的に組織学的観察を行う。次にスキャホー
ルドと同時に自己の血小板や白血球由来の



PDGF-AB（血小板由来増殖因子）、TGF-β（ト
ランスフォーミング増殖因子）、IGF-1（イン
スリン様成長因子）、EGF（表皮増殖因子）、
VEGF（血管内皮細胞成長因子）などの成長因
子やサイトカインを多く含み、軟組織および
硬組織の組織修復を促進する多血小板フィ
ブリン(Platelet-rich fibrin; PRF)を膜状
に加工し、新規ゼラチンスポンジの代替とし
て活用できるかを検討するために、ウサギ頭
蓋骨に植立したチタンメッシュ内にPRFを膜
状に加工したものを設置し、非脱灰研磨標本
を作製して、月単位で経時的に組織学的観察
を行う。 
 
４．研究成果 
チタンメッシュはその表層をスキャホー
ルドしてウサギの頭蓋骨側からの新生骨の
再生を認めたが、その距離はわずかであった。
この骨再生は多血小板フィブリンを充填し
たスペースにおいても特段の変化を示すこ
とはなく、再生骨量はコントロールと比較し
て同程度であった。また骨代謝マーカーであ
るアルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ），オ
ステオポンチン（ＯＰＮ）、オステオカルシ
ン（ＯＣＮ）の免疫染色を行ったが、両者の
染色性の違いはみられず、骨代謝においても
変化は認められなかった。これらの所見から、
再生骨のスキャホールドとしてチタン表面
はある程度機能していたものの、再生骨が進
入するスペースとしては適切ではなく、より
狭い空間を提供するべきであり、多血小板フ
ィブリンはそれらの条件を好転させるだけ
の効果を有していなかったと考えられた。 
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