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研究成果の概要：  
 骨髄間葉系幹細胞を移植することによる歯周組織再生療法が有用であることは既に明らか

となっているが、硬組織の再生に関しては改善すべき点が残っていた。本研究の目的は、骨髄骨髄骨髄骨髄

間葉系幹細胞間葉系幹細胞間葉系幹細胞間葉系幹細胞をををを用用用用いいいいてててて歯周組織再生歯周組織再生歯周組織再生歯周組織再生をををを行行行行うううう際際際際にににに，，，，よりよりよりより効率効率効率効率良良良良くくくく再生再生再生再生をををを誘導誘導誘導誘導できるできるできるできる，，，，シグナルシグナルシグナルシグナルのののの

機能機能機能機能をををを有有有有するするするする担体担体担体担体をををを探索探索探索探索するするするすることである。 

平成 19 年度は、培養間葉系幹細胞（以下 MSC）を用いて、β-TCP が MSC の形質に及ぼす

影響について、細胞接着と骨形成に関与する遺伝子発現およびタンパク発現について検討した。

MSC を培養する際、ディッシュ内に β-TCP を入れて培養を行ったところ、6 日間で細胞接着

に関与する αV・β3 integrin の mRNA 発現の有意な上昇が確認できた。さらに骨形成に関与す

る細胞外基質である osteopontin の mRNA およびタンパク発現の促進も確認した。以上のこと

より、ββββ----TCPTCPTCPTCP はははは、、、、MSCMSCMSCMSC のののの細胞接着細胞接着細胞接着細胞接着およびおよびおよびおよび骨分化骨分化骨分化骨分化にににに影響影響影響影響しているしているしているしている可能性可能性可能性可能性をををを示唆示唆示唆示唆できたできたできたできた。。。。 
平成 20 年度は、実験動物を用いて、歯周組織再生により有用であるかを検討した。実験動

物は雌性ビーグル犬とし、下顎臼歯の根分岐部にセメント質・歯周靭帯を含めた３級の歯槽骨

欠損を作成した。その後、アルジネート印象財を填入し、炎症を惹起させる。その後、間葉系

幹細胞・アテロコラーゲン複合体に加えて β-TCP を移植した群と複合体のみの移植および

β-TCP のみ填入した群を作成し、経時的に比較検討した。その結果、複合体と β-TCP を併用

した群では、歯槽骨骨頂が根分岐部まで到達するのは、複合体のみの群と比較して有意に早か

った。これは、β-TCP の併用が、骨の形成に有利であったと推察できる。また、β-TCP のみ填

入した群では、ほとんどの個体でアンキローシスが認められた。以上のことから、β-TCP のみ

の使用では、アンキローシスを誘発しやすくなり、やはり、MSCMSCMSCMSC とのとのとのとの併用併用併用併用がががが歯周組織再生歯周組織再生歯周組織再生歯周組織再生にににに

よりよりよりより有用有用有用有用であるであるであるであることを明らかにできたと言える。 
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１１１１．．．．研究開始当初研究開始当初研究開始当初研究開始当初のののの背景背景背景背景    
 

歯周組織は，歯根象牙質を覆うセメント
質・歯を支える歯槽骨・セメント質と歯槽骨
を連結する歯周靱帯・感染防御の最前線の役
割を果たす歯肉の 4 つから構成されている．
歯周炎は，この歯周組織が不可逆的に破壊さ
れ，歯牙の動揺をきたし，最終的には歯牙喪
失の原因となる疾患である．歯周炎による炎
症所見は消失しても，喪失した歯周組織が自
然に再生することはない．よって，歯牙の喪
失を防ぎ，さらには健常な状態に戻すには，
歯周組織再生療法の開発は必要不可欠であ
った．研究代表者の研究グループでは，自己
由来の未分化な細胞である「間葉系幹細胞」
を用いた歯周組織再生療法の開発に取り組
んでいる．ビーグル犬を用いた実験において，
処置後 8 週間で，セメント質・歯周靱帯・歯
槽骨の再生が確認できている．しかしながら，
個体によっては，歯槽骨の再生が十分に起こ
ってないものもあった．幹細胞移植による歯
周組織再生療法後の細菌感染防止・早期機能
回復のためにも，骨再生を伴う堅固な結合組
織性付着をより早期に，確実に達成する必要
がある． 

 
２２２２．．．．研究研究研究研究のののの目的目的目的目的    
 

骨髄間葉系幹細胞を用いて歯周組織再生
を行う際に，より効率よく再生を誘導できる， 
シグナルの機能を有する担体を探索する．    
 今回は，主に β-TCP について評価した． 
人工材料 β-TCP による骨分化誘導の有効性
について，in vitro および in vivo で検討し， 
早期に，そして確実な歯槽骨再生を目指した
間葉系幹細胞移植による歯周組織再生療法
を検討する． 
 
３３３３．．．．研究研究研究研究のののの方法方法方法方法    
 
① in vitroin vitroin vitroin vitro    （平成 19 年度）    
  

十分な説明と同意の下で，腸骨骨髄より骨
髄液を採取し，骨髄液より一定の条件下で分
離・培養した細胞をヒト間葉系幹細胞（ｈ
MSC）と定義した．in vitro で用いた細胞は
この hMSC であり，2～6 代のものを使用し
ている．培養皿は 24 穴 non-coated dish を使
用し，well の中に β-TCP disk を入れて，そ
の上から hMSC を播種した．培地は 10％ウ
シ胎児血清（FCS）を添加した Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium （DMEM）を使
用し，6 日間培養後，24 時間無血清状態にし

た。細胞接着因子である integrin と，細胞外
基質である osteopontin について評価した．
遺伝子レベルの解析としては，total RNA 回
収後，Real-time PCR 法にて mRNA の発現
について評価した．タンパクレベルの解析は，
タンパク回収後，ELISA 法にて，発現タンパ
ク量を評価した． 
 
② in vivoin vivoin vivoin vivo    （平成 20 年度）    
 
 実験動物は，体重 10～15kg の雌性ビーグ
ル犬を用いた．腸骨に骨髄穿刺し，骨髄液を
採取した．hMSC の場合と同様に，一定の条
件下で分離・培養を行い MSC とした． 
実験部位は，下顎左右第 1～3 小臼歯（以下，
P1,P2,P3）とし，根分岐部にセメント質・歯
周靭帯を含めた骨欠損を作成した．歯周炎を
再現するために，欠損部位にアルジネート印
象剤を填入し，炎症を惹起させた．2 週間後
に印象剤を除去し，欠損部位を入念にスケー
リングおよびルートプレーニングを施した．
これは，炎症誘発物質を除去するとともに，
既存の歯周靭帯およびセメント質を完全に
除去するためでもある．さらに 2 週間後に，
欠損部位に MSC を移植した．この時，以下
の 2 つの実験群を作成した． 
 
A. MSC・アテロコラーゲンゲル・β-TCP を
移植した群  
 
B. β-TCP のみを填入した群 
 
4 週および 8 週間経過観察後，灌流固定を行
い，10％EDTA 溶液で十分に脱灰を行った． 
その後，通法に従ってパラフィンに包埋し， 
近遠心的な矢状断で切片を作成した． 
HE 染色で，組織観察及び組織計測を，AZAN
染色で線維の分布を，TRAP 染色で吸収系細
胞の分布を，免疫染色でターゲットタンパク
の発現について評価した． 
 
４４４４．．．．研究成果研究成果研究成果研究成果    
 
① in vitroin vitroin vitroin vitro （平成 19 年度） 
 
 β-TCP 上で培養した hMSC は、接着分子 
αV・β3 integrin の mRNA 発現の有意な上昇
が確認できた。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 また、細胞外基質である osteopontin の 
mRNA、ならびにタンパク質発現の有意な上
昇が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
② in vivoin vivoin vivoin vivo （平成 20 年度） 
 
・移植後 4 週間 
 β-TCP のみを充填した群では、根尖方向へ
の歯肉の侵入と若干の骨の新生が認められ
た。MSC と β-TCP を併用した群では、根分
岐部直下に及ぶ、β-TCP を含めた新生骨が観
察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 β-TCP 併用群では、根分岐部に新生セメン
ト質が認められ、それにコラーゲン線維が埋
入している像が観察された。さらに
osteopontin 免疫染色では、新生セメント質

のと思われる基質に陽性反応が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 β-TCP の周辺には、TRAP 陽性の多核巨細
胞が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
・移植後 8 週間 
 β-TCP との併用群において、欠損のほぼ全
体で β-TCP を含めた歯周組織の再生が認め
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 しかしながら、4週・8週いずれにおいても、
一部の個体ではアンキローシスが認められ
た。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
・組織計測 
 
 4W では、β-TCP との併用群は MSC 移植
群と比較して、β-TCP との併用群を含めた骨
量が増加した。 
 4W では、β-TCP との併用群は MSC 移植
群と比較して、β-TCP を除いた再生骨量にお
いても約 2 倍に増加した。 

4W では、β-TCP との併用群は MSC 移植
群と比較して、β-TCP を除いた再生骨量にお
いても約 2 倍に増加した。 

4W と 8W で、残存した β-TCP の量は変化
がなかった。  
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