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研究成果の概要（和文）： 腫瘍や外傷などにより顎骨欠損をきたす患者は多く、顎顔面の形態と機能の喪失が
問題となり、身体他部位からの自家組織移植が一般的な治療法であるが、その侵襲性は高い。そこで本助成によ
り、われわれが顎骨再生の足場生体材料としての有用性を明らかとした3次元多孔質uHA/PDLLA複合体に、新たに
iPS細胞を移植することによる治療法開発を目的とした。ヒトiPS細胞を、骨形成細胞へ誘導させ、選択的に単
離・移植することを試みたが困難であった。そこで、ヒト骨髄由来幹細胞から同様に高い骨形成再生細胞を選択
的に単離・移植を試みたところ、動物モデルにおいて効率的で有用な顎骨再生が得られた。新たなを知見の発表
が行えた。

研究成果の概要（英文）：The bimaxillary boney and soft-tissue defects following oral-maxillofacial 
tumor or trauma could cause loss of esthetics and function. Although the reconstructive surgery 
using autologous tissue transfer should be applied, the surgical invasiveness is so severe. With 
this scientific grant, I tried to develop the innovative maxillofacial boney regenerative technique 
using feasible 3D-uHA/PDLLA bioactive scaffold and iPS cells. I first tried to induce human iPS 
cells into boney regenerative/osteogenic cells selectively, however, the technique couldn't be well 
established. Then, I applied human bone marrow derived-mesenchymal stem cells (hMSC) for 
3D-uHA/PDLLA scaffold. First, the boney regenerative/osteogenic hMSC were isolated using FACS for 
grafting. These osteognic cells were transfered into 3D-uHA/PDLLA scaffold, and were grafted into 
the mandibular critical defects in animal models. The results obtained were feasible accelerating 
and inducing optimal boney regeneration.   
 

研究分野：口腔顎顔面外科
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１．研究開始当初の背景 
口腔外科領域において、顎口腔の腫瘍切除

手術や顎顔面外傷、先天欠損、顎堤萎縮など
による比較的広範な顎骨欠損に対する再建
手術を要する症例は多い。再建には、疾患部
位以外の健常部位から広範な骨を用いるこ
とから、外科的侵襲性と機能形態的合併症は
大きい。 
一方、近年生体医療材料工学の進歩から人

工骨による骨補填材料の開発が進み、ハイド
ロキシアパタイトやリン酸カルシウム、コラ
ーゲンバイオ材料などを応用した生体親和
性の比較的高い材料の開発が進み、臨床応用
がなされている。しかしこれらの実臨床での
成果は、顎顔面骨の内比較的小さな歯槽骨 
レベルや歯科インプラント周囲、上顎洞内等
での応用に限られ、非常に小さな骨欠損での
骨修復および骨再生についての有用性に関
する研究が主である。 
 自家骨移植手術に代わる新たな医療とし
て、山中伸弥博士らにより研究成果が明らか
とされたヒト成人皮膚に由来する体細胞（線
維芽細胞）に 4 種の遺伝子（山中因子）を導
入することから人工多能性幹細胞（iPS 細胞, 
iPSCs）の誘導が可能となり、再生医療が注
目を浴び研究は臨床応用を含め、現在大きく
進歩展開している。 
 そこで本研究では、ヒト iPSCs を用いるこ
とによって効率的な顎骨再生研究の有用で
優れた細胞源となると考えられ研究にもち
いる。 
一方、顎骨再生の足場材料として、新規に

本邦で研究開発され、その有用性データーが
明らかとされた、十分な機械的強度、簡易加
工性を有する熱変形性能と高い骨伝導性と、
生体吸収置換性を兼ね備え、顎骨再生の足場
材料として画期的新材料と考えられる 3 次元
多孔質 u-HA/PDLLA 複合体を応用する。 
  
２．研究の目的 
そこで今回の研究目的は、最新の組織工学

的手法を応用することで、安全に効率的かつ
効果的な顎骨再生を可能とすることである。 
本研究においては、新規に開発され解剖学

的に複雑な顎顔面骨への応用を可能とする
熱変形性による簡易加工性能と高い骨伝導
性、生体吸収置換性、さらに機械的強度を有
する骨再生の足場材料を用いる。この理想的
足場材料に、骨形成細胞への誘導を行った人
工多能性幹細胞（iPS 細胞）を応用し、顎骨
欠損患者への革新的骨再生治療法確立に向
けた実験的研究を当初の研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
①ヒト iPSCsから骨形成細胞への培養誘導と
骨形成能評価（in vitro） 
 下記に示す手法を用いて骨芽細胞前駆細
胞のみを選別し研究に用いることとした。 
 
１．独立行政法人理化学研究所バイオリソー

スセンターからヒト iPS（201B7 細胞株）を
購入。 
２．通法に順って（Ochiai-Shino H, et al, 
PLoS One, 2014）フィーダー細胞上で iPS 細
胞を培養し、低接着性プレートへ播種し 6 日
間培養し、Embryonic Body(胚様体 EB)を形
成させる。 
３．Thiazovivin 含有培地で 1 時間培養後、
コラゲナーゼ、トリプシン EDTA処理を行い、
EB を単一細胞とさせ、コラーゲンコートプレ
ートに播種する。コンフルエントに達したの
ち、骨芽    細胞分化培地（αMEM+10%FBS＋
L-ascorbic acid: 50 μ g/ml, β
-glycerophosphate: 10mM）にて   培養させ
骨芽細胞への分化を開始させる。 
４．骨芽細胞分化培地（TGF-β: 1ng/ml, 
IGF-1: 100ng/ml, bFGF: 25ng/ml含有、3 日
毎に交換）にて培養させ、培養 14 日にて ALP
陽性細胞のみを抗 ALP 抗体を用いて FACS
（fluorescence activated cell sorting）
で分離回収し、さらに培養増殖させコンフル
エントに達したのちに、骨形成細胞として本
研究に用いることとした。 
この ALP陽性骨形成細胞の Characterにつ

いて mRNA レベルでの発現に関し、回収した
細胞 より mRNA を抽出し、サーマルサイクラ
ーを用いて逆転写、cDNA を合成する。骨芽細
胞転写因子の Runx2と骨芽細胞 Phenotypeと
して骨基質タンパクの発現をリアルタイム
PCR システムにて、設計プライマーにて PCR
を行い mRNAレベルでの発現を、また In vitro
での石灰化能をそれぞれ検索する。 

 
②多孔質 u-HA/PDLLA 複合体を用いたヒト
iPSCs由来骨形成細胞の 3次元 培養と骨形成
能評価（in vitro） 
 上記にてヒト iPSCsより培養誘導された骨
芽細胞前駆細胞のみを回収し、10×10×5mm
に形成した多孔質 u-HA/PDLLA 複合体へ、細
胞数 105 個にて、過去の報告およびわれわれ
の予備実験に準じ、注射シリンジを用いて陰
圧細胞注入法にて細胞を播種させ、骨形成メ
ディウムにて 3 週間の 3次元培養を行い、固
定後 LR-WHITE 樹脂にて包埋し、薄切切片に
て組織学的評価を H-E（ヘマトキシリン-エオ
ジン）染色、細胞増殖および骨再生誘導能の
評価を行う。 
 



 
 
 
 
得られた In Vitro データーを基に、 

③In Vivo 研究として、ヒト iPSCs 由来骨形
成細胞と多孔質 u-HA/PDLLA 複合体を用いた
免疫不全ラット顎骨欠損モデルへの移植に
よる骨形成・顎骨再生に関する形態組織学的
評価研究を行う。  
前述のシェーマの様に、ヒト iPSCs より誘

導された骨芽細胞前駆細胞を回収し、直径
4mm×厚さ 1mm に形成した多孔質 u-HA/PDLLA
複合体へ、細胞数 103個にて細胞を注入する。
8 週齢雄性 SDラットを用い、ペントバルビタ
ール腹腔内投与全身麻酔下にラット下顎骨
にトレフィンバーを用いて自己修復困難な
直径 4mm の顎骨欠損を作製し、骨形成能を誘
導されたヒト iPCCs 細胞-多孔質 u-HA/PDLLA
複合体の移植を行う（3個体ずつ作製）。研究
対象群には、細胞を注入しない多孔質
u-HA/PDLLA複合体のみの移植群（3個体ずつ
作製）とし、またコントロール群として顎骨
欠損のみを作製した 1 個体を作製する。 
移植術後は、連日 FK506 (2mg/kg/日)、ABPC 
(20mg/kg/日) 投与し、固形飼料と水道水に
て飼育し、移植術後 1、2、4、10 週にて安楽
死を行い、骨形成・骨再生について評価検討
を行う。 
 
・組織学的および免疫組織学的検索 
 検体試料は、10％中性緩衝ホルマリン溶液
にて固定の後に、下顎骨下縁に垂直平面で骨
移植部を半分ずつに分割し、試料半分は 10％
EDTAにて脱灰標本とし、パラフィンブロック
を作製し薄切切片とし、組織学的評価を HE
染色にて行う。残りの半分は、非脱灰標本と
し、エタノールにて脱水、LR-WHITE樹脂にて
包埋し、非脱灰切片を作製する。免疫組織学
的に骨芽細胞転写因子である Runx2と骨基質
タンパク（タイプⅠコラーゲン、オステオカ
ルシン）の発現を免疫組織学的にて検索評価
する。 
・骨形態学的検索 
検体試料は、動物用 Micro-CT を用いて顎骨
再生・骨形成の形態学的な検索を行う。 
  

４．研究成果 
① 前述の手法に基づき、ヒト iPSCsから骨
形成細胞への培養誘導と骨形成能評価（in 
vitro）を進めることとした。 
 ヒト iPS細胞より、フィーダー細胞上で iPS
細胞を培養し、低接着性プレートへ播種し 6
日間培養し、Embryonic Body(胚様体 EB)を
形成させた。その後 Thiazovivin 含有培地で
培養後、コラゲナーゼ、トリプシン EDTA 処
理を行い、EBを単一細胞とさせ、コラーゲン
コートプレートに播種する。コンフルエント
に達したのち、骨芽細胞分化培地にて培養さ
せ骨芽細胞への分化を開始させた。 
その後、骨芽細胞分化培地（TGF-β: 1ng/ml, 

IGF-1: 100ng/ml, bFGF: 25ng/ml含有、3 日
毎に交換）にて培養させ、培養 14日にて ALP
陽性細胞のみを抗 ALP 抗体を用いて FACS
（fluorescence activated cell sorting）
で分離回収した。ここまでに、研究環境の整
備および研究の実施に 1年間の時間を費やし、
FACSを用いて、ALP 陽性細胞のみを抗 ALP 抗
体を用いてソーティングし、ALP 陽性骨形成
細胞の Character について mRNA レベルでの
発現まで進めることが出来た。しかし、ここ
までの In vitro での予備実験において、す
でに大変多くの助成研究資金を費やすこと
となり、その後の研究の継続、とくに顎骨再
生の目的を目標にするにあたり、研究方向お
よび手法、とりわけ顎骨再生のための細胞源
の転換が求められた。ヒト iPSCs の維持およ
び管理のみ、また骨形成細胞への分化誘導と、
選択的単離手法までには、莫大な費用と時間
を要することを理解した。 
 

② そこで、あらたにヒト骨髄由来間葉系幹 
細胞（hMSC）を応用し、顎骨再生研究に用い
ることとし、本研究を継続した。 
 研究には、今回当初の研究申請計画と同様
に、骨再生および申請に有利となると考えら
れる細胞分画のみを FACS を用いて選択的に
単離させ顎骨欠損部への移植・再生研究に用
いることとした。 
 
③In Vivo研究として、hMSC と 3 次元多孔質
u-HA/PDLLA 複合体を用いた免疫不全ラット
顎骨欠損モデルへの移植による骨形成・顎骨
再生に関する形態組織学的評価研究。 
すなわち、In Vitro において事前に LNGFR+ 

THY-1+ /MSC markers の陽性である hMSC の
みを選別単離し、当初の研究計画と同様にラ
ット顎骨欠損モデルを作製し、下記の手法に
より研究に用いることとした。 
[positive (CD49a, CD49d, CD73, CD140b, 

CD146, STRO-1, VCAM-1, MSCA-1) moderately 
expanded MSC clones, (Passage-3)] 
（本研究は島根大学動物実験等の実施に関
する基本指針および研究承認：IZ 27-126 を
得て施行した.） 



 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

検体は、非脱灰標本とし、エタノールにて
脱水、LR-WHITE樹脂にて包埋し、非脱灰切片
を作製し、 VG 染色（ Villanueva Goldner 
stain）により骨再生を評価した。 
また骨形態学的検索に関しては、検体試料

は、動物用 Micro-CT を用いて顎骨再生・骨
形成の形態学的な検索を行った。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
【成果のまとめ】 
・ヒト iPS 細胞より、胚様体 EB を形成し、
さらに EB を単一細胞とし、骨芽細胞分化培
地にて培養させ骨芽細胞への分化を確認し
た。その後、骨芽細胞分化培地にて培養させ、
ALP陽性細胞のみを抗 ALP抗体を用いて FACS
で分離回収することが出来た。 
・In vitro では、3D-HA/PDLA は骨形成細胞
の増殖と分化誘導に有用な 3次元構造を有し、 
細胞親和性と骨伝導能を有することが示さ
れた。 
・ In vivo でのラット顎骨欠損部への
3D-HA/PDLA 移 植 モ デ ル に お い て 、 
3D-HA/PDLA 単独では明らかな骨再生は得ら
れなかったが、再生医療の細胞リソースとし
て、選択的に骨再生に有利な LNGFR+ THY-1+ 
/MSC markers の陽性であるヒト骨髄由来幹
細胞 （hMSCs）を単離し、選択的に移植する
ことにより、有意な顎骨再生が認められた。 

3D-HA/PLA は熱可塑性を有し、生体吸収性
と骨伝導能を有し、適切な顎骨再建のための
強度を有することから、顎骨再生に有用性が
高いと考えられ、これにさらに幹細胞を移植
する手法は、優れた顎骨再生治療法としての
可能性を示すことができた。 

今回の研究では、当初の研究申請および仮
定・想定された様な、ヒト iPSCs の応用まで
には依然として障壁が大きいことが明らか
となり、実現困難であったが、同様の手法を
hMSCs へ応用することにより、新規顎骨再生
治療への優れた有用性が示され成果があげ
られた。 
本研究により得られた成果は、国内外の学

術大会において発表し、さらに国内外の学術
雑誌へ研究成果報告とさらなる顎骨再生・骨
形成研究発展への方向性を世界に向けて示
すことが出来た。  
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