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研究成果の概要（和文）：歯科インプラント治療は強固な顎骨内でのインプラント体の維持以外に、埋入された
インプラント体周囲の歯周組織との調和が必要である。そこで本研究では、細胞シート培養法を応用したセメン
ト芽細胞および歯根膜細胞シートによる１）強固なインプラント体結合の誘導および２）シートからのインプラ
ント周囲歯周組織の再生を試みた。さらに、調和の取れたインプラント周囲組織を獲得するために、３）
DNA/Protamineを利用した骨再生誘導を行った。

研究成果の概要（英文）：Dental implant therapy must prompt to recover the harmonious structure in 
the periodontal tissue, through a direct functional connection between ordered, living bone and the 
surface of a load-carrying implant. In culture experiment, cell sheet-based regenerative techniques,
 using human periodontal ligament stem cells (HPLSC), were applied to facilitate a cementum-coating 
on the implant body and a favorable regeneration of periodontal ligament cells which can connect 
with surface of both regenerative cementum and alveolar bones. Furthermore, I examined that 
DNA/protamine-based scaffolds enhanced regeneration of vertical alveolar bone defects of the dog 
mandible. From these findings, I suggest that the HPLSC sheets may be one of the most promised 
techniques for harmonious regeneration of the periodontal complex including the implant body.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は細胞シートの応用によるセメント芽細胞とインプラント体とのインテグレーション誘導および
DNA/Protamineスキャフォールドを利用した骨再生の誘導により、新たなインプラント周囲組織の再生方法を検
討した。セメント芽細胞を基盤とした歯周組織様の構造を再現することでインプラント周囲に生体と調和のとれ
た周囲組織再生の可能性が示された。また、セメント芽細胞シートを応用することで歯周組織の再生など、他分
野への応用も可能と考えられる。

※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 
現在、齲蝕や歯周病、歯根膜破折などで歯を喪失し咀嚼障害が生じた場合、歯科インプラント

を利用し咬合機能の回復を行うことが可能となった。歯科インプラントは歯槽骨に直接的に結
合することで生体内に維持されている。天然歯と異なり、歯根膜を介さないため、咬合力に対す
る緩衝機能、感知機能は回復されていない。より生体に調和した構造物にするためには、インプ
ラント体と歯周組織の複合体形成による再生が望まれている。 
これまでに天然歯に対して歯周組織を再生させる研究は行われてきたがインプラント周囲に

歯周組織を再生させる研究はまだ少ない。実際の臨床的応用には、再生療法に使用する細胞の選
択が重要である。とくに、生体に対して低侵襲で歯周組織の再生に関与する完成歯の歯根膜から
得られる歯根膜由来幹細胞（PDLSC）に着目した。歯根膜幹細胞は比較的容易に採取可能な細
胞であり、歯周組織の構成成分である線維芽細胞、骨芽細胞、セメント芽細胞への分化能を有す
る。インプラント治療前に必須となる抜歯で得られるというメリットもある。 
失われた歯および歯周組織を再生するためにインプラント体を介して“調和のとれた歯周組

織複合体”を形成する必要がある。調和のとれた歯周組織複合体により患者の“歯科 QOL“の
向上が可能となる。 
  
２．研究の目的 
インプラント体を埋入して調和のとれた歯周組織複合体の再生を目的とする。具体的には、歯

周組織の構成成分であるセメント質と歯根膜、歯槽骨とインプラント体との連続的かつ機能を
保持した相互作用を付与させる。そのために、①インプラント体に osseointegration のような
結合を付与すること、②周囲組織とインプラント体の調和により歯周組織複合体の形成（天然歯
と類似した歯周組織の再生）が必要である。本研究では、これらのことを実現するためのソース
として PDLSC 細胞シートを利用し、インプラント体にセメント質を付与し、osseointegration
様の結合を獲得させ、次に足場材（スキャフォールド材）を利用して、インプラント体周囲の歯
周組織の良好な修復および再生を促す。以上のことから、インプラント体側（①）および歯周組
織側（②）の多次元的なインプラントを含むハイブリッド型歯周組織複合体の作製を試みた。 
 
３． 研究の方法 
in vitro 研究 
1）PDLSC シートの作製 
温度応答性培養皿用いて PDLSC の培養を行う。再現性のある細胞シートの作製法を確立す

るために使用する培養ディッシュを検討し、歯根膜由来幹細胞の播種密度や培養ディッシュへ
のコーティング方法の検討および細胞シートの回収が可能となる培養期間、回収する際の温度、
時間に関して検証を行う。 
2）セメント芽細胞シートの作製 
温度応答性培養皿を用いて PDLSC の分化誘導を行う。分化誘導方法としては、β-

Glyceophosphate、Dexamethasone、アスコルビン酸およびプラスミノーゲン阻害薬（rhPAI-
1）を使用する。セメント芽細胞の分化に関しては、分化マーカー（CEMP-1, CAP）による遺伝
子・タンパク発現にて評価を行う。その後、セメント芽細胞シートをチタンプレートに播種し、
免疫細胞化学的に cementintegration を評価する。 
3）PDLSC を用いて歯周組織様構造を誘導する。 
歯周組織様複合体を作製する。 骨分化誘導については、β-Glyceophosphate、Dexamethasone、

およびアスコルビン酸を添加し、歯根膜への分化誘導に関しては、インスリン成長因子（IGF-1）
を添加し、分化誘導を行う。評価として、分化マーカー（osterix, periostin, CD31 など）を使用
し、PCR、WB および免疫細胞染色による解析を行う。 
4）歯周組織様複合体シート作製・播種 
上記の 3）で作製した歯周組織様細胞を 2）のセメント芽細胞シート上に播種し、複合体シー

ト作製する。複合体シートより凍結組織標本を作製し、免疫組織化学的に組織構造の評価を行う。 
単層および積層の細胞シートの作製は、歯根膜由来幹細胞を用い、細胞シートの積層を行う。積
層方法を確立させるため、温度応答性細胞培養ディッシュの冷却時間や積層時の細胞シート同
士の接着に必要な時間を検証する。細胞シートの積層が可能となったため、上記 2 で分化誘導
を行った細胞シートの積層を行い、組織標本作製し、組織学的評価を行う。 
5）チタンプレートを作製し、上記で作製した細胞シートとチタンプレートのインテグレーショ
ンの検討を行う。 
 
in vivo 研究 
1）歯周組織複合体インプラントの埋入 

in vitro の検証を基に、この複合体インプラントが生体内で機能するかどうか in vivo におい
てラット脛骨を使用し、歯周組織複合体を付与したインプラント体を埋入する。さらに、インプ
ラント含有歯周組織複合体が生体とマッチするそして、歯周組織複合体の再生・修復の効果を明
らかとする。経日的にサンプリングを行い、以下の項目を明らかにする。 
①マイクロ CT による埋入部の治癒状態の評価を行う。 
②組織標本を作製して組織学的な検索を行う。 



③インテグレーションの強度を評価する。 
本実験で作製した歯周組織複合体インプラントの結合強度をインプラント除去トルク値にて

測定し、評価を行う。対照群として従来の osseointegration インプラント体を使用する。 
さらに、インプラント体を含有する歯周組織複合体の調和を整える足場確保のために、scaffold
の研究も行う。 
2）DP 複合体の開発およびビーグル犬・垂直型欠損モデルへの埋入実験 
ビーグル犬の下顎前臼歯部を抜歯し、抜歯窩の治癒を確認後に 2 壁性の骨欠損（5×7mm）を

作製する。骨欠損に DNA および Protamine を使用して作製した scaffold を補填し、骨形成能
の効果を明らかとする。経日的にサンプリングを行い、以下の項目を明らかにする。 
①デンタルエックス線画像およびマイクロ CT による埋入部の骨硬化状態の評価を行う。 
②組織標本を作製して組織学的な検索を行う。 
 
４．研究成果 
1）単層細胞シートの作製 
温度応答性細胞培養皿に PDLSC を播種し、細胞シートを作製した。適切な細胞数、培養日数

の検討を行った。検討の結果、細胞を播種する前に前処理としてゼラチンコートまたはコラーゲ
ンコート処理が推奨されると考えられた（Fig.1）。 

PDLSC を 10mM β-glycerophosphate, 100nM dexamethasone, 50µg/ml ascorbic acid を用
いて骨分化誘導を行った。また、上記の骨分化誘導因子に加え、プラスミノーゲン阻害薬（rhPAI-
1）を用いてセメント分化誘導を行った。単層の歯根膜由来幹細胞シートおよび各種細胞シート
の作製が可能となった。 
経日的に観察を行い、温度応答性細胞培養皿 37℃から 20℃に冷却し、各種細胞シートは細胞

シート回収用支持体を用いて回収した（Fig.2）。それぞれ組織標本を作製し、HE 染色および免
疫組織染色を行い、組織的分析を行ったところ、組織構造に違いが見られた。歯根膜様細胞シー
トではその他の細胞シート細胞と比較して核がやや扁平な構造であることが確認できた（Fig.3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2）積層細胞シートの作製 
上記と同様に各種細胞シートの作製を行った。分化誘導 1, 2 および 3 週において温度応答性細
胞培養皿37℃から20℃に冷却し、各種細胞シートは細胞シート回収用支持体を用いて回収した。
分化誘導の異なる細胞シートを積層させ、培養した。その後、再び細胞シート回収用支持体を用
いて積層した細胞シート回収した。それぞれ組織標本を作製し、HE 染色および免疫組織染色を
行い、組織的分析を行った（Fig.4,5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



3）チタンプレートへの cementintegration の獲得 
直径 20mm×1.5mm のチタンディスクを作製した。チタンディスク上に各種の細胞シートを

播種し、integration の獲得を検討した。 
4）DNA/Protamine を利用した骨再生誘導 

300-bp DNA と Protamine で DNA/Protamine 複合体を作製した。ビーグル犬の前臼歯を抜
歯し、抜歯窩の治癒を確認後、顎骨に 5×7mm の 2 壁性骨欠損を作製した。各欠損に対して
DNA/Protamine を補填した（D/P 群）。対照群として試料を入れない Blank 群と β-TCP
（CERASORB®, HAKUHO, Japan）を補填し、コラーゲン被覆膜（BIOMEND® ; Zimmer 
Biomet Holdings, Inc., USA）した β-TCP 群とした。骨再生の評価として継日的にデンタルエ
ックス線画像を撮影した。 
5）垂直型欠損部への DP 複合体の再生および修復効果 

8 週間経過後にサンプリングを行い、マイクロ CT を撮影し、組織標本を作製した。マイクロ
CT画像において D/P群は、Blank 群および β-TCP群と比較して不透過性の亢進が認められた。
β-TCP 群では β-TCP 顆粒の残存が認められた（Fig.6）。HE 染色では、D/P 群において成熟し
た骨再生は認められた。β-TCP 群ではマイクロ CT 所見と同様に β-TCP 顆粒の残存が認められ
た（Fig.7）。DNA/Protamine は口腔内の骨欠損に対し、骨形成能を有する骨再生に効果的な
scaffold であることが確認できた。 
 

（Fig.6,7：Arch Oral Biol. 115, 2020 より改変） 
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