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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，歯周組織再生に有効な新規培養細胞シートを開発することである．
羊膜は抗炎症，感染抑制を有し，さまざまな細胞の培養基質としての有用性・有効性が注目されている生体材料
である．われわれはこれまで，羊膜を基質に用いた培養ヒト歯根膜線維芽細胞（hPdLF）シートを作製し，実験
動物への移植にて新生骨（歯周組織）再生能を有することを報告してきた．また，hPdLFの培養基質に羊膜を用
いることで、ケモカインSDF-1/CXCL12やCXCL14の産生が促進され，羊膜の有用性を見出した．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a new cultured cell sheet effective 
for periodontal tissue regeneration. Amniotic membrane is a biomaterial that has anti-inflammatory 
and anti-infective properties and its attention as a useful and effective substrate for various 
cells. We have previously prepared cultured human periodontal ligament fibroblast (hPdLF) sheets 
using amniotic membrane as a substrate and reported that they have the ability to regenerate new 
bone (periodontal tissue) when transplanted into experimental animals. We also found that the use of
 amniotic membrane as the culture substrate for hPdLF promoted the production of chemokines SDF-1 / 
CXCL12 and CXCL14, and found the usefulness of amniotic membrane.

研究分野：口腔外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
羊膜上培養PDL細胞シートは骨分化能だけでなく,成長因子IGF-1やケモカインSDF-1/CXCL12やCXCL14の産生が促
進され，羊膜の有用性を見出した．羊膜を基板とした細胞移植は,新たな骨再生医療への応用の可能性が示され
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年，歯周病の原因や機序が次第に明らかになりつつあり，感染源を取り除き歯周病の進行を
防止する治療から，歯周組織再生誘導療法が大きく注目されている.申請者は，歯周組織再生に
重要と考えられている歯根膜細胞を採取し，in vitro で培養・増殖させ in vivo に移植することで
歯周組織の再生ができるのではないかと考えた．具体的に、培養・増殖させた歯根膜由来細胞を
羊膜上にてシート状培養を行い，歯根膜の欠損した露出根面に付着させることで歯周組織の再
生を行うことである．すでにわれわれは、培養歯根膜由来細胞のシート状培養が可能であり，実
験動物レベルにて自家移植を行い歯周組織が再生することを確認した．そこで本研究では，羊膜
上培養ヒト歯根膜由来細胞シートを新たな歯周組織再生材料として確立を目指す． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，歯周組織再生に有効な新規培養細胞シートを開発することである．羊膜は抗
炎症，感染抑制を有し，さまざまな細胞の培養基質としての有用性・有効性が注目されている生
体材料である．われわれはこれまで，羊膜を基質に用いた培養ヒト歯根膜線維芽細胞（hPdLF）
シートを作製し，実験動物への移植にて新生骨（歯周組織）再生能を有することを報告してきた．
また，hPdLF の培養基質に羊膜を用いることで、ケモカイン SDF-1/CXCL12 や CXCL14 の産生
が促進され，羊膜の有用性を見出した．今回，羊膜が hPdLF のへの増殖・分化を誘導するシグ
ナル（成長）因子の産生に与える影響について検討を行った． 

 

３．研究の方法 

羊膜は帝王切開時の胎盤より採取し，hPdLF は抜去歯より採取した歯根膜を初代培養後，3 か
ら 4 代継代 したものを研究に供した．上皮細胞を剥離，除去した羊膜上にて PDL 細胞を約 3 週
間の培養を行い，羊膜上培養 hPdLF シートを作製， 組織再生・修復および骨再生に関する遺伝
子解析を行った．なお，本研究は本学医学倫理審査委員会の許可を得た上で実施した． 

 

 

４．研究成果 

初めに培養に使用する hPdLFのキャラクタライゼーションをフローサイトメトリーで行った。
解析の結果、PDL 細胞は間葉系幹細胞のマーカーである CD105 や CD146 を高発現していたの
に対し、CD31（血管内皮細胞）・CD45（白血球）・CD34（造血幹細胞）の発現は認められなかっ
た（図 2）. hPdLF は骨分化誘導培地で培養することで、石灰化基質を形成することを確認した
（図 3）。マイクロアレイによる遺伝子解析を行った結果，対照群と比較して羊膜上培養 hPdLF

シートでは，IGF-1, VEGF-A の各遺伝子が高発現していた．一方、Dkk-1 は遺伝子レベルでの発



現の低下を認めた．また，培養上清中の IGF-1, VEGF-A, BNDF, NGF は有意に増加し，Dkk-1 は
有意に減少していた．この結果より，羊膜上培養 hPdLF シートは，自身が骨組織へ分化するだ
けでなく，成長因子（IGF-1, VEGF-A, BNDF, NGF）やケモカインの産生を促すことが示され，さ
らには，培養細胞シートは間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を阻害する Dkk-1 の産生を抑制し
ていたことで，効率的に骨芽細胞へ分化誘導するものと推測された． 

 次にこの培養シートを歯周炎モデルラットに移植を行った. Wistar系ラットの上顎第１臼歯
間に矯正用ワイヤー結紮し,4 週間飼育することで歯周炎を誘導した.４週間後ワイヤーを除去
し, 羊膜上培養 hPdLF シートを移植した.シート移植 4 週間後,屠殺しマイクロ CT 撮影を行
った.マイクロ CT の結果,羊膜上培養 hPdLF シート移植群は,歯周炎群と比較し,骨吸収量が有意
に減少した（図４）.  

 

 

 

上記研究結果より、羊膜上培養 hPdLF シートは,ケモカインや各種成長因子の産生を促すこと
が示され,細胞の局所への遊走や分化誘導することで、周囲組織の再生に寄与できるものと期待
される.羊膜は細胞培養の足場となるだけでなく,hPdLF を刺激することで成長因子やケモカイン
の産生を促す優れた基質であると考えられた. 
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