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研究成果の概要（和文）：ラット頭蓋骨に、歯髄幹細胞を浸潤させたシート状のコラーゲンスポンジ（typeⅠコ
ラーゲン）を充填し、先の研究で開発したZn-Tiフレームワークで被覆した。コントロールは、生理食塩液を浸
潤させたコラーゲンスポンジをZn-Tiフレームワークで被覆した。移植後4週に試料を摘出し、骨の再生を組織学
的に評価した。その結果、移植後4週の時点では、両群間の骨形成能に統計学的有意差は認められなかった。し
たがって、本研究においては、骨形成における促進因子は細胞成分よりフレームワークから徐放した亜鉛イオン
の方が優位なのではないかと考えに至り、今後はZn-Tiフレームワークと人工骨による基礎実験に方向転換す
る。

研究成果の概要（英文）：Rats skull bone defects filled with dental pulp stem cells infiltrated 
collagen sponge (type I  collagen) were coated with Zn-Ti framework used in the previous experiment.
 A collagen sponge infiltrated with physiological saline was coated with Zn-Ti framework as a 
control. Samples were removed to 4 weeks after transplantation, it was to evaluate the regeneration 
of bone histologically. As a result, at the time of 4 weeks after the transplantation, no 
statistically significant difference osteogenic potential between the two groups was observed. 
Therefore, in this study, it was considered that zinc ions released slowly from the framework are 
more useful than cell components as a promoting factor for bone formation. In the future, we will 
shift to basic experiments using the Zn-Ti framework and artificial bones. 

研究分野： 口腔外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、Zn-Tiフレームワークから亜鉛イオンを徐放することにより、歯髄幹細胞に持続的にシグナルを提供
し、骨芽細胞分への分化を促進させ、顎骨を再生するという画期的な治療法である。本療法の開発は、事故や腫
瘍などで顎骨を失った中途障害者や日本人の平均寿命の延伸に伴い、健康な期間（健康寿命）だけではなく不健
康な期間（不健康寿命）も延びることが予想される現在、高齢者にも身体的、経済的に負担の少ない医療として
提供できるものと考える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨再建、特に顎骨再建に使用されているフレームワーク

の多くはチタンあるいはチタン合金製で、生体内で安定し
ているため、それらを用いた顎骨再建は予知性の高い治療
法として広く認識されている。申請者らは、骨芽細胞への
分化・増殖を反応触媒のように促進する因子として生体内
に微量に存在する亜鉛イオンに注目し、亜鉛徐放型チタン
系インプラントを作製した（図 1）（Alvarez K, Fukuda M, 
Yamamoto O: Titanium implants after alkali heating treatment 
with a [Zn(OH)4]2- complex: analysis of interfacial bond strength 
using push-out tests. Clinical Implant Dentistry and Related 
Research 12, e114-125, 2010）。本材料から徐放された亜鉛
イオンは、材料周囲の細胞を骨芽細胞へ分化・増殖させ、
さらに石灰化を促進させることが判った（Yusa K, 
Yamamoto O, Fukuda M, et al.: In vitro prominent bone 
regeneration by release zinc ion from Zn-modified implant. 
Biochemical and Biophysical Research Communications 412, 
273-278, 2011）。そこで、本技術を顎骨再生療法に発展さ
せるため、チタンメッシュに応用して作製したフレームワ
ーク（Zn-Ti フレームワーク）を用い、ラット頭蓋骨欠損
モデルによる骨形成能のスクリーニングを行ってきた（図
2）。本実験は、ラットの頭蓋骨に、トレフィンバーを用い
て直径 8mm の critical size（自然に治癒しない大きさ）の骨
欠損を形成し、シート状のコラーゲンスポンジ（typeⅠコ
ラーゲン）を充填し、Zn-Ti メッシュで被覆するものであ
る。対照として、Ti メッシュを使用する。移植後 2 および
4 週に試料を摘出し、骨の再生を組織学的に評価した。し
かし、細胞成分をまったく用いない本実験では、コントロ
ールに用いた Ti と Zn-Ti フレームワークとの間には骨再
生率に有意な差はみられなかった（図 3）。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、前述のラット頭蓋骨欠損モデルによる骨形

成能のスクリーニングの結果を踏まえ、顎骨再生療法に用
いる細胞成分についての研究も同時に行ってきた。申請者
は、連携研修者の山形大学医学部の遊佐和之助教ととも
に、口腔内から簡単に採取できる細胞を用いた安全な骨再
生療法の開発のために、歯髄幹細胞に関する研究を行って
いる（Yusa K, Yamamoto O, Takano H, Fukuda M, Iino M: A 
zinc-modified titanium surface enhances osteogenic 
differentiation of dental pulp stem cells in vitro. Scientific 
Reports 6, 29462, 2016. Yusa K, Yamamoto O, Iino M, Takano 
H, Fukuda M, et al.: Eluted zinc ions stimulate osteoblast 
differentiation and mineralization in human dental pulp stem 
cells for bone tissue engineering. Archives of Oral Biology 71: 
162-169, 2016）。 
近年、歯髄の中に歯髄幹細胞が存在することが明らかと

なり、この幹細胞は歯周病などの歯科に関連する組織再生
はもとより、難治性疾患（心筋梗塞・脊髄損傷・パーキン
ソン病など）への応用が可能と言われている。申請者らは、
この歯髄幹細胞と Zn-Ti フレームワークを用いた顎骨再生療法は、従来の方法に比べて、患者へ
の侵襲が少なく、治療期間の短縮や、感染症などの危険も減らすことができると考えている。申
請者らは、すでに亜鉛イオン（EZ）による歯髄幹細胞の骨芽細胞分化促進作用に関する研究を
始めており、亜鉛イオンの添加により ALP 染色の増強や mRNA 発現の上昇を確認している（図
4）。本研究期間では、Zn-Ti フレームワーク内に歯髄幹細胞を移植し、顎骨再生に最適な療法の
開発に挑む。 
顎骨再建治療は、顎骨の水平的、垂直的骨量の不足に対してチタンメッシュおよび自家骨を用

いた骨造成（増生）がいまだにゴールドスタンダードである（図 5）。一方、これらの術式は経時
的な骨吸収や自家骨採取にともなう健常なドナーサイトへの侵襲という大きな問題を抱えてお
り、新たなスキャフォールドとしてのフレームワークの創製と細胞ソースの応用が期待されて
いる。生体内微量元素の一つである亜鉛は、種々の細胞の分化および増殖を制御するとともに、



骨芽細胞分化における成長因子の一つであること
が報告されている。また、本研究に用いる歯髄幹
細胞は、口腔内から簡単に採取できるため、安全
で安心な骨再生療法の開発のために、極めて有望
である（図 6）。 
本研究は、Zn-Ti フレームワークから亜鉛イオン

を徐放することにより、歯髄幹細胞に持続的にシ
グナルを提供し、骨芽細胞分への分化を促進させ、
顎骨を再生するという画期的な治療法であり、本
療法の開発は，事故や腫瘍などで顎骨を失った中
途障害者や日本人の平均寿命の延伸に伴い、健康
な期間（健康寿命）だけではなく、不健康な期間
（不健康寿命）も延びることが予想される現在、
高齢者にも身体的，経済的に負担の少ない医療と
して提供できるものと確信する。 

 
 
 

３．研究の方法 
1. 亜鉛徐放型チタン系（Zn-Ti）フレームワークの作製と歯髄幹細胞の挙動評価 
1）Zn-Ti フレームワーク作製 
材料には、純度 99.5％のチタンメッシュ（直径 10mm、厚さ 1mm）を使用する。以後の実験で

は、未処理のチタン（Ti）をコントロールとして使用する。表面処理は、テトラヒドロキシ亜鉛
酸錯体を含む水溶液を用いる（NaOH + Zn(NO3)2・6H2O + H2O  → Zn(OH)2↓ + NaOH  →  
Zn(OH)4

2-）（Alvarez K, Fukuda M, Yamamoto O: Titanium implants after alkali heating treatment with 
a [Zn(OH)4]2- complex: analysis of interfacial bond strength using push-out tests. Clinical Implant Dentistry 
and Related Research 12, e114-125, 2010）。材料のチタンメッシュをこの錯体水溶液に 24 時間浸漬
し、Zn-Tiフレームワークを作製する。試料の表面性状をレーザー顕微鏡、走査型電子顕微鏡（SEM）
で観察する。次に、Zn-Ti フレームワークおよびコントロールへ 3μl の超純水を滴下し、接触角
を測定し、表面ぬれ性を評価する。また、Zn-Ti フレームワークを PBS 中に浸漬し、徐放した亜
鉛濃度を誘導結合プラズマ発光分光分析装置（ICP-AES：Inductively coupled plasma－atomic 
emission spectrometry）を用いて測定する。 
2）細胞培養 
接着培養分離法により得られた歯髄幹細胞を標準培地(10%FBS 添加 DMEM)で培養し、細胞の

間葉系幹細胞マーカー（CD44、CD73）および造血系幹細胞マーカー（CD14、CD45）の発現を
フローサイトメーター（FACS）で測定する。Zn-Ti フレームワークおよびコントロール上に歯髄
幹細胞を播種し、10mMβ-グリセロリン酸、0.28mM アスコルビン酸、100nM デキサメタゾン含
有骨芽細胞誘導培地により骨芽細胞分化誘導を行う。 
3）細胞増殖能の評価 
 Zn-Ti フレームワークおよびコントロール上に歯髄幹細胞（1500cell/cm2）を播種し、培養 1、
3、5、7 日目の細胞増殖能を MTS assay kit を用いて評価する。 
4）骨芽細胞分化能の評価 

Zn-Ti フレームワークおよびコントロール上で培養した歯髄幹細胞に関して、培養 3 日目およ
び 7 日目の ALP 活性を測定する。また、骨芽細胞分化マーカーの mRNA 発現を real-time PCR 法
で測定する。培養 48 時間後の Smad1、Smad4、p-Smad1/5/8 のタンパク発現をウエスタンブロッ
トで検索する。また、培養 10 日目、21 日目における基質石灰化をアリザリンレッド S 染色で評
価する。 
2. Zn-Ti フレームワーク周囲の骨形成能のスクリーニング 
 ラットの頭蓋骨に、
トレフィンバーを用
い て 直 径 8mm の
critical size（自然に治
癒しない大きさ）の骨
欠損を形成する。この
骨欠損に、細胞数を変
化させた歯髄幹細胞
を浸潤させたシート
状のコラーゲンスポ
ンジ（typeⅠコラーゲン）を充填し、実験 1 で用いた Zn-Ti フレームワークで被覆する（図 7）。コ
ントロールは、生理食塩液を浸潤させたコラーゲンスポンジを Zn-Ti フレームワークで被覆す
る。移植後 4 週に試料を摘出し、骨の再生を組織学的に評価する。骨の新生速度は、非脱灰切片
を作製し、トルイジンブルー染色等を行い NIH Image を用いて新生骨形成率を求める。なお、上
記の実験でコントロールと有意な差が検出できない場合には、移植細胞数等を調整し、再度検討



を重ねる。 
 
４．研究成果 
1. Zn-Ti フレームワークの作製と歯髄幹細胞の挙動評価 
1）Zn-Ti フレームワークの作製：Zn-Ti 表面にはナノスケー
ルの小孔が確認され、Zn-Ti において接触角の低下（親水性
の亢進）が認められた。実験 7 日目までに、Zn-Ti より徐放
された亜鉛濃度は 3.39±1.18μM であり、細胞毒性が生じる濃
度を下回った（図 8）。 
2）細胞培養：歯髄幹細胞における表面抗原の発現は間葉系幹
細胞マーカーである CD44、CD73 陽性、造血幹細胞マーカー
である CD14，CD45 陰性であった。 
3）細胞増殖能の評価：コントロールと Zn-Ti で細胞増殖に有
意な差は認めなかった。 
4）骨芽細胞分化能の評価：①Zn-Ti 上で培養した歯髄幹細胞
は、Control と比較して培養 3 日目および 7 日目ともに有意
な ALP 活性の増強を認めた（図 9）。②培養 3 日目および 7
日目の real time PCR では、Zn-Ti 群において骨芽細胞分化マ
ーカーである type I collagen、BMP2、ALP、Runx2、OPN の
有意な mRNA 発現の増強を認めた。また、血管内皮増殖因子
である VEGF-A の mRNA は、骨芽細胞分化に伴い発現が上
昇するとともに骨芽細胞分化を増強させることが報告され
ているが、Zn-Ti 群において VEGF-A の mRNA 発現も上昇し
ていることが確認された。③Smad1、 Smad4 の発現に著明な
差は認めなかったが、Zn-Ti 群で p-Smad1/5/8 の発現の増強を
認めた。④培養 10 日目、21 日目のアリザリンレッド染色を
行ったサンプルに関してサンプルの溶解後に吸光度測定を
行ったところ、Zn-Ti 群で有意な基質石灰化の増強が確認さ
れた。（図 10） 
 
2. Zn-Ti フレームワーク周囲の骨形成能のスクリーニング 
コラーゲンスポンジに歯髄幹細胞を浸潤させた群と生理

食塩液を浸潤させた群を Zn-Ti フレームワークで被覆した実 
験を行った。しかし、移植後 4 週の時点で両群間の骨形成能
に統計学的有意差は認められなかった。したがって、本研究
においては、骨形成における促進因子は細胞成分よりフレー
ムワークから徐放した亜鉛イオンの方が優位なのではない
かと考えに至り、今後は Zn-Ti フレームワークと人工骨によ
る基礎実験に方向転換することとなった。 
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