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研究成果の概要：  

 骨髄間葉系幹細胞（BMSC）を PTH/TNFa 徐放性ハニカム構造スキャフォールド（PTH/TNFa-37H）

とともに培養したところ、骨芽細胞分化およびマトリックス様構造物の形成と石灰化が観察さ

れた。また、骨欠損部埋入実験では優位に新生骨がインプラント表面の広い範囲で直接に接し

ていた。BMSC と PTH/TNFa-37H を用いたハイブリッド型人工骨は骨欠損補填材として有用と考

えられた。 

 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 2,900,000 870,000 3,770,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 

  

  

  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 
キーワード：骨形成、骨質、未分化間葉系幹細胞、bTCP、PTH、TNFa、ハイブリッド、イン

プラント 
 
１．研究開始当初の背景 

（１）近年、歯科インプラントの需要は目

覚ましいものがあるが、骨欠損の広範な骨粗

鬆症や RA/OA、重度の歯周病等のリスクをも

つ患者にたいしては、歯科インプラントや骨

造成の適応は難しい。しかし、将来的な高齢

者の増加と QOL の向上に伴い、更なる歯科イ

ンプラントの適応拡大が望まれるところで

ある。特に、骨粗鬆症患者においては骨梁が

乏しく、皮質骨も菲薄化しているためインプ

ラント治療に関しても良好な結果が得られ

ていない。このことは、人工骨などを用いた

骨再生とともに宿主の骨質の向上を同時に

行うことが重要なことを示す。骨形成の促進

剤としては、BMP-2 が優れた効果を示すこと

が知られているが、キャリアーや認可の問題

があり実用化が難しいのが現状である。副甲

状腺ホルモン（PTH）は、生理的骨吸収経路

において骨芽細胞や骨髄ストローマ細胞に

作用して骨芽細胞の破骨細胞分化因子

（ODF/RANKL）の発現を促進し、破骨細胞の



形成と分化をさせる(Finkelstain et al. 

NEJM, 2003)。破骨細胞による骨吸収は、骨

基質からの BMPs、IGF-1 や FGF-2 などの放出

を誘導し、骨芽細胞の活性化を惹起させる

(Gordeladze et al. J Cell Biochem. 2002)。

さらに、PTH は未分化間葉系細胞の Runx2 の

発現を抑制することにより、骨芽細胞の分化

を抑制する（Jilka et al.1999, J Clin 

Invest.）。このことから、PTH が破骨細胞の

形成、分化を誘導し、骨吸収による骨芽細胞

の活性化、分化に関連して骨吸収を効果的に

促進し、骨代謝回転を早めると考えられてい

る。一方、慢性リュウマチや歯周病などの病

的骨吸収においては生理的な骨吸収経路と

は異なり、TNFa により破骨細胞が活性化され

ることが知られている(Redlich et al. 

Arthritis Rheum. 2002)。TNFa の発現を特異

的抗体により抑制することで破骨細胞のア

ポトーシスを誘導し、骨粗鬆症の発症要因の

一つとして考えられている Interleukin-6、

11 産生を抑制することより、病的骨吸収を停

止させる試みがなされ、TNFa 抗体が RA/OA の

治療薬として臨床応用されることになって

きた。 

（２）本研究の学術的な特色、予想される結

果と意義、当該研究の位置づけ 

 本研究の特色は、骨代謝回転を正常回転に

制御するように働く PTH および TNFa 抗体の

徐放的局所投与により、局所で骨吸収を制御

して骨梁の増加による骨密度の増加を計り、

骨質の向上を促進する点にある。PTH ならび

に TNFaの抗体は既に臨床応用がされており、

安全性と汎用性に優れている。また、現在ま

で、PTHおよびTNFa抗体局所投与での骨再生、

骨質改善に関する報告はは国内外ではない。 

 PTH/TNFa 抗体徐放性スキャフォールドの

骨再生に関する研究は、臨床応用への可能性

を示すとともに骨再生機構における PTH、

TNFa の役割についての新知見を得るものと

なり、有意義なものとなると考えた。  

 
２．研究の目的 
申請者（八上公利）は、骨欠損の広範な骨

粗鬆症や RA/OA、重度の歯周病等のリスクを

もつ患者の骨造成の際に、PTH および TNFa 抗

体を局所で徐放的に作用させることにより、

骨再生部のみならず周囲の骨質の改善につ

ながるのではないかと考えた。また、この骨

質の改善によりデンタルインプラントの適

用が広がるものと考えた。 

 骨成長因子の徐放性スキャフォールドに

ついてはこれまでに多くの研究がなされて

きたが、スキャフォールドの強度、生体親和

性、徐放の速度や利便性等の問題から適当な

ものがないのが現状である。今回、申請者は、

スキャフォールドとしてハニカム構造の

bTCP-コラーゲン複合体を使用することで強

度、生体親和性、徐放の速度や利便性等の問

題を解決した。そこで、この徐放性スキャフ

ォールドを PTH、TNFa の徐放体として骨再生

への応用を試みることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

骨髄細胞は、ビーグル犬の大腿骨より全身
麻酔下に還流法にて採取した。初期付着細胞
のみ回収し、軟骨分化培地、骨芽細胞分化培
地および脂肪分化培地で培養して多分化能
を確認した後、間葉系幹細胞（BMSC）とし
て使用した。PTH/TNFa 抗体徐放性ハニカム
構造 bTCP-コラーゲン複合体に BMSC を
2x105 個 /ml の 濃 度 で 骨 分 化 培 地
（+/-rhBMP-2）において高密度旋回培養を
行い、骨型の遺伝子発現、酵素活性および
SEMにて組織の構築状態を評価した。また、
細胞ハイブリッド型人工骨としてイヌの下
顎骨に骨欠損を形成し、歯科用インプラント
とともに移植した。３ヵ月後、安楽死させて
顎骨を摘出し、樹脂包埋して非脱灰研磨片を
作製し光顕的に観察した。 
 
４．研究成果 
 高密度培養にて間葉系幹細胞 37Ｈととも
に培養したところ、骨芽細胞分化培地により
骨芽細胞分化が見られた。SEM にて 37Ｈの
構内を観察したところ、マトリックス様構造
物の形成と石灰化が観察された。また、骨欠
損部埋入実験では術後 84 日目に新生骨がイ
ンプラント表面の広い範囲で直接に接して
いた。以上のことより、37Ｈと自己間葉系幹
細胞を用いたハイブリッド型人工骨は骨欠
損補填材として有用と考えられた。 
 
 Fig.1 骨芽細胞分化を行った細胞より
mRNA を抽出し、RT-PCR 法により mRNA の発現
を調べた。その結果、いずれの細胞において
も Runx2 および osteocalcin の mRNA の発現
が検出され、骨芽細胞への分化能が保持され
ていることが確認できた。 

 

Fig. 2 PTH/TNFa-37H における BMSC の培養

所見 

 



HB37HにおけるBMSCの培養所見  c) Diffision chamber の軟エックス線写真所

見では、8週目より PTH/TNFa-37H 周囲に不透

過像の形成が観察された。 

 
  37H孔内に培養３日目よりAPase

に陽性な細胞の凝集が見られる。

培養１４日目には石灰化物が確認

された。 

 

c 

 

Fig. 3 Diffusion chamber により背部皮下

へ埋入した PTH/TNFa-37H の組織学的に観察

したところ、a)４週目において孔内は壁面が

全体的にアルシアンブルーに陽性な軟骨様

構造が形成されていた。そして、孔内の中心

部は主として繊維性の細胞成分で形成され

ていた。b)８週目になると孔内の壁の周囲よ

り石灰化様組織が形成され、12 週目では孔内

は石灰化物で満たされている部分が観察さ

れた。 

 

 
 

 

  
 

 

 

Fig. 4 PTH/TNFa-37H の培養における SEM 写

真。培養後、14 日目ではマトリックスと石灰

化沈着物が確認された。 

 

 
Fig. 5 インプラント周囲への骨造成術後の
組織所見。既存骨(B)とインプラント体およ
び歯肉組織（G）との間に PTH/TNFa-37H（H）
と一体となって骨が新生されていた。 
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まとめ 
(1) 高齢の雌ビーグル犬大腿骨骨髄より

間葉系幹細胞（BMSC）を採取した。 
(2) 高 密 度 培 養 に て BMSC を

PTH/TNFa-37H とともに培養しハイ
ブリッド型人工骨補填材を作成した。 

(3) 骨分化培地により長期培養を行った
ところ、SEM にて 37Ｈの孔内にマト
リックス様構造物の形成と石灰化が
観察された。 

(4) 自家細胞移植を併用した骨欠損部埋
入実験では、新生骨がインプラント
表面の広い範囲で接していた。 

(5) 以上のことより、PTH/TNFa-37H を用
いた自己間葉系幹細胞ハイブリッド
型人工骨は骨欠損補填材として有用
と考えられた。 
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