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研究成果の概要（和文）：本研究申請は、ヒトES細胞由来間葉系幹細胞を分化誘導することによって骨芽細胞を
作成し、最終的には人工骨マトリックスを作成し、骨補填材に用いることを最終目標にしている。そのため、マ
ウス骨芽細胞由来細胞株を用いてin vitroにおける分化誘導実験を行い分化条件の整備を行った。また人工骨マ
トリックス作成のための、免疫不全症マウスへの移植実験による分化誘導実験のため、マウス骨芽細胞由来細胞
株を免疫不全症マウスの背部皮下に移植し、最終的な人工骨マトリックスのサイズを規定した。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this research application is to generate osteoblasts by
 inducing differentiation of human ES cell-derived mesenchymal stem cells, and finally to create an 
artificial bone matrix for use as a bone filling material. Therefore, in vitro differentiation 
induction experiments were conducted using mouse osteoblast-derived cell lines to improve 
differentiation conditions. In addition, for the differentiation induction experiment by 
transplantation experiment to immunodeficient mouse for artificial bone matrix preparation, mouse 
osteoblast-derived cell line was transplanted subcutaneously to the back of immunodeficient mouse, 
and the final artificial bone matrix was prepared. I specified the size.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はヒトES細胞由来骨芽細胞により骨再生に最適化したECMとサイトカインを含む足場をin vitroで作製
し、また脱細胞化処理を実施することで迅速に骨再生が可能な臨床応用を視野に入れた安全性の高い骨再生医療
製品の開発を目指す。すなわち本申請ではヒトES細胞を間葉系幹細胞に分化させ、さらに骨芽細胞へ分化誘導す
ることで腫瘍形成のリスクを軽減させるとともに脱細胞化技術によりECMのみを使用する。そのため高い安全性
と安定的な供給が担保された全く新しい学術的独自性を有する再生療法製品を提供することができる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は歯周組織の炎症性崩壊により歯の喪失を引き起こす感染症であり、歯を失う原因の４
３％を占め、その割合は加齢によって増加する歯周病によって歯の土台となる歯槽骨が完全に
失われる（水平性骨欠損）と元の形態に自然回復することは不可能である。失われた咀嚼能力を
再獲得するためのインプラント治療や義歯による補綴治療は、その支持母体となる十分量の歯
槽骨がなければ奏功しない。これまで歯槽骨の再建治療として自家骨移植あるいは異種動物由
来の移植製剤が使用されてきたが、脆弱で不均一な骨再生で咀嚼機能回復を示した治療実績の
臨床報告はない。現在は水平性骨欠損に対しては、歯槽骨再建を行わなければ入れ歯もインプラ
ント治療も実施不可能であり、咀嚼機能の改善は見込めない。現在歯周炎に対する治療は感染源
を徹底的に取り除く対症療法が行われている。初期治療としてバイオフィルムを取り除く清掃
指導、歯石除去に加え、歯周病原菌により汚染したセメント質や象牙質を機械的に除去する外科
的切除法が標準治療として行われている。これらの処置で炎症状態が改善し、歯周組織に内在す
る組織幹細胞により歯周組織の治癒は期待されるが、歯周組織が高度に破壊した重篤な症例で
は、術後炎症の軽減や歯周ポケットの減少が認められるもの、機能的な歯周組織の再生はほとん
ど期待できない。このことから口を介した QOLの維持を目的とした歯の保存治療を確立するた
めには、高度に崩壊された歯周組織に対する再生医療の開発が必要不可欠となる。現在、大型の
骨欠損を回復するには間葉系幹細胞移植による再生療法が行われてきた。しかし問題点として、
間葉系幹細胞は高齢者から採取困難であることと、骨芽細胞への分化誘導を必要とするため、自
家移植療法による骨再生能力に限界のあること、患者自身の幹細胞の増殖・分化能力が低い場合
の対策が課題として挙げられてきた。本研究では３次元的に骨再生を誘導するために大量に必
要とするヒト骨芽細胞をヒト ES細胞から供給し、３次元培養にて作製したヒト人工顎骨を、歯
周病で失われた顎骨組織再生材料として開発する計画を立案した。このように本研究は、これま
で問題とされていた再生医療における３次元培養技術に革新的な進歩をもたらす。さらに歯周
病のみならず整形外科領域の骨再生医療、人工臓器作製、各臓器にカスタマイズされた新たな組
織工学技術開発へ発展可能であることから、再生医療の適応拡大に大きく貢献することが期待
される。 
 
 
 
２．研究の目的 
アンメットメディカルニーズである水平性骨欠損に対する新規の骨再生療法の開発を目標に設
定した。本研究計画ではヒト胚性幹細胞（ES）細胞由来の骨芽細胞から人工骨マトリックスを
作製し、これをプラットフォームとした新規の骨再生医療等製品の開発を行う。ロット管理や安
全性試験が完了し、かつ大量培養が可能なヒト ES細胞から骨芽細胞を誘導することで、これま
で問題となっていた３次元的な骨再生を可能にする足場製剤の開発を目指す。そのため本課題
ではヒト ES細胞から誘導した骨芽細胞の３次元培養を行い、人工骨マトリックス作製技術を開
発したのちに、マイクロミニブタを用いて水平性骨欠損モデルを用いて実現可能性を検証する。
すなわち水平性骨欠損に対して、ヒト ES細胞を用いた骨再生医療製品による新規治療法の開発
を目的としている。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト ES細胞由来間葉系幹細胞を分化誘導することによって骨芽細胞を作成し、最終
的には人工骨マトリックスを作成し、骨補填材に用いることを最終目標にしている。そのた
め、マウス骨芽細胞由来細胞株を用いて in vitroにおける分化誘導実験を行い分化条件の整
備を行った。 
（２）人工骨マトリックス作成のための、免疫不全症マウスへの移植実験による分化誘導実
験のため、マウス骨芽細胞由来細胞株を免疫不全症マウスの背部皮下に移植し、最終的な人
工骨マトリックスのサイズを規定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 



（１）マウス由来骨芽細胞用細胞の分化誘導 
マウス頭蓋冠由来骨芽細胞を採取し、rBMP2 添加によってアリザリンレッド染色陽性、アルカリ
フォスファターゼ陽性の条件が確定できた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）免疫不全症マウス背部皮下にマウス骨芽細胞用細胞を移植したところ、下図に示すように
コツ用石灰化物の形成が確認された。本研究成果を基に ES 由来間葉系幹細胞から分化した骨芽
細胞の移植を検討する。 
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