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研究成果の概要： 
 
 本研究は、歯周病で破壊された歯周組織の治癒及び再生を促進し、かつ簡易な治療方法の開

発に通ずる投与方法の検討を目的として行われた。前者の目的では細胞外マトリックスの産生

及び血管新生を促すことが知られている軟骨増殖因子を用い、後者の目的にはリコンビナン

ト・ヒト型コラーゲンゲルを用いた。一度の注入によって硬組織形成が促進され、その過程を

組織学的及び分生生物学的に解析すると、血管新生を伴う骨・軟骨関連の細胞外マトリックス

産生の増加が観察された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
１９年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

２０年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：生体材料、再生医学、細胞・組織、歯学、生体機能 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病に罹患し破壊された組織の治療に
関して、近年では、完全な健康な組織を取り
戻すことを目指した「再生医療」が注目を集
めている。組織誘導再生法（GTR 法）やブタ
歯胚から抽出したエナメルタンパクを用い
た再生療法は既に多数の良好な臨床結果が
得られているが、術式が複雑で手術に伴う二
次感染の可能性があることや他種生物由来
の材料であるという点でそれぞれ改善の余 

 
 
地が残されている。増殖因子の応用も研究が
続けられてきたが、その作用を十分に医療に
応用する手段として、担体＝キャリアの問題
が残されてきた。組織の治癒や再生を促進す
るためには、①安全性の担保、②宿主細胞の
治癒・再生能力を引き出す、③操作性にすぐ
れる、等の条件を満たす担体＝キャリアに関
する研究が必要である。 
 



 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、細胞の移動、増殖、血管

新生等の細胞の能力を引き出す場として機
能するキャリアの検討である。 
 
３．研究の方法 

 

体における硬組織の形成、再生・治癒は、
上

o

．研究成果 

リコンビナント・ヒト型コラーゲンゲル注

。硬組織の誘導形成について、注

的な所見より、注入

。

子の発現を
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生
図のように各段階により解析が可能であ

り、in vitroおよび in vivoの研究手法を組み
合わせて総合的に解析、評価を行う。すなわ
ち、①周囲からの細胞の移動、②キャリア内
での細胞の増殖、③細胞の分化（性状変化、
細胞外マトリックス産生や成長増殖因子の
産生、細胞表面マーカー発現等）、④血管新
生、⑤骨形成量、骨質（骨化度）である。 
①－④については in vivo系もしくは in vitr
系手法により解析を行い、⑤については経時
的な被検体（マウス頭部）のμCT による非
侵襲的な手法を用いて解析を行う。 
 
 
４

 

 

入部位内での細胞の移動、増殖、分化、血管

新生過程に対して、マウス頭部変化を経時的

に非侵襲的に解析することとした。その上で、

特に細胞外マトリックスによる細胞機能制

御機構の解析および動物組織内での血管新

生を伴う骨化機構の解析を中心に研究を推

進した。 

⑤について

入後経時的に（３日後、１週間後、２週間後）

マイクロ CT（ScanXmate-E080）で解析を行っ

たところ、３日後および１週間後には、注入

部位及び対照群ともに骨の誘導を認めなか

ったが、２週間後においては明瞭な骨様不透

過像の形成を認めた。 

①－④について。組織学

後３日後においては細胞様構造物が疎な部

位が認められ注入したコラーゲンゲルの残

留がうかがわれるものの、１週間後には線維

芽細胞様細胞の存在が認められ、かつ活発な

細胞増殖を示す抗 PCNA 抗原陽性細胞の増加

が顕著であった。形成された骨様硬組織は多

くの場合既存の頭蓋骨に連続していた。新生

骨および既存骨ともに抗Ⅰ型・Ⅱ型コラーゲ

ン染色に陽性であったが、抗オステオカルシ

ン染色を行ったところ新生骨骨髄腔壁では

オステオカルシン陽性細胞が多数確認され

たが、既存骨骨髄腔壁には認められなかった

新生骨においては活発な骨形成のための細

胞外マトリックス産生が行われているもの

と推察された。新生骨付近においては管腔構

造物が確認され、血管新生を想像させる。組

織学的な所見より、１週間後には線維芽細胞

様細胞の存在が認められ、形成された骨様硬

組織は多くの場合既存の頭蓋骨に連続して

いた。しかし、ヘマトキシリン・エオジン染

色およびアルシアンブルー染色によって新

生骨と既存骨の境は明瞭であることが明ら

かであった。新生骨では抗Ⅰ型・Ⅱ型コラー

ゲン染色に陽性であった。また一部軟骨細胞

様構造を認めたため、軟骨細胞様分化に必須

の転写因子である Sox-9に対する免疫染色を

行ったところ、新生された骨様構造物におい

て抗 Sox-9 抗体陽性細胞が多数確認された。

一方、新生骨付近においては管腔構造物が確

認され、血管新生を想像させる。一般的には

軟骨が骨に置換される過程では血管侵入を

伴うが、新生骨様構造物の中心部分では血管

マーカーである Von Willebrand Factor(VWF)

に対して免疫組織学的に陽性である細胞か

らなる管腔構造が認められた。 

一方、細胞培養系において血管因

解析したところ、マウス頭蓋より分離した線

維芽細胞をＧＤＦ５で刺激することにより、

血管成長因子である VEGF の産生が上昇する

結果を得た。48 時間刺激の条件下で、無刺激

に対して約２倍の VEGF 産生が確認された。 
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