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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨オルガノイドを用いて、個々の骨欠損部に応じたオーダーメイドの顎
裂部骨閉鎖療法を確立することを最終的な目的として研究を行った。顎裂部骨移植における課題点として、移植
骨採取時の侵襲、口腔外力の影響、再生骨の性状などが挙げられ、それらを解決するためには、口腔領域由来成
分が有効と考えた。乳歯歯髄より得られる幹細胞であるSHEDを使用し、骨欠損部における骨再生についてマウス
頭蓋冠欠損モデルを用いて評価を行ったところ、有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this study was to establish a tailor-made jaw fissure 
bone closure therapy for individual bone defects using bone organoids. Issues in bone grafting of 
the jaw fissure include invasion during bone graft collection, the effect of external force on the 
oral cavity, and the properties of regenerated bone. To solve these problems, we thought that 
components derived from the oral cavity region would be effective. Using SHED, which is a stem cell 
obtained from the deciduous pulp, bone regeneration in the bone defect was evaluated using a mouse 
calvaria defect model, and the effectiveness was shown.

研究分野：骨再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口唇裂・口蓋裂は顎顔面領域で最も高い発症率を有する先天疾患である。顎裂を有する患者では多くの症例で学
童期に顎裂部腸骨移植が行われる。しかしながら、腸骨採取時の外科的侵襲は患者の大きな負担となる。そこ
で、本研究では、腸骨採取に代わる骨再生療法として、幹細胞移植を検討した。幹細胞の中でも乳歯歯髄より得
られる幹細胞であるSHEDは、さらなる低侵襲により採取可能な幹細胞である。SHEDを用いて、顎裂部の骨再性能
における有効性の評価を行った。また、骨再生は顎裂部にかぎらず、他の領域でも待望される課題であることか
ら、本研究は学術的に高い意義があると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アメロゲニンは、歯の発生過程においてエナメル芽細胞より分泌される細胞外基質の 90％を
占める蛋白質であり、硬組織を無細胞性に誘導する働きを有し、エナメル質やセメント質形成に
関与している。近年、ブタの幼若エナメル蛋白抽出物であるエムドゲイン®が製品化され、組織
再生療法の一つとして臨床的に有用であることが示唆されている。申請者らは、エナメル蛋白の
主成分であるアメロゲニンに着目し、ヒト完全長アメロゲニンを精製するとともに、歯周組織構
成細胞への影響について検討を重ね、アメロゲニンがヒトセメント芽細胞およびヒト骨髄由来
間葉系幹細胞(hBMSCs)における細胞増殖能および基質産生能を亢進させることを明らかにし
た。しかしながら、アメロゲニンは生体内では酵素により様々な断片に分解される。また、完全
長アメロゲニンは、C末端側に親水性領域、N末端側に疎水性領域を有し、強い極性を帯びてお
り、生理的条件下では凝集して不溶性であり、十分な生理活性を発揮できない。そこで、申請者
らは、アメロゲニンの安定した効果を引き出すために、その活性部位の探索を行い、アメロゲニ
ンの C 末端側に活性部位が存在することを明らかにし、ヒト培養セメント芽細胞の増殖及び分
化に影響を与えることを解明した。以上の得られた知見より特許を取得した (ヒトアメロゲニン
部分ペプチド ：特許番号第 6134146 号)。さらに、様々な由来の間葉系幹細胞においても、細
胞代謝機構に影響を与えることが明らかとなった。しかしながら、機能性アメロゲニンペプチド
の詳細な作用機序や生体内への有効性については未だ十分な検証がなされておらず、臨床応用
に向けて更なるデータの構築が必要である。 
 口唇裂・口蓋裂 (CLP) は顎顔面領域で最も高い発症率 (約 526人に 1人) を示す先天疾患で
ある。顎裂を有する患者では、多くの症例で学童期に顎裂部腸骨移植が行われる。しかしながら、
腸骨採取時の外科的侵襲は患者の大きな負担となる。申請者らは、腸骨採取に伴う侵襲を低減し
ながら骨再生を達成する方法として、hBMSCs 移植による骨再生療法の検討を重ねている。ま
た、幹細胞を入手する別の方法として、抜去された乳歯歯髄から採取される幹細胞 (SHED) や
ヒト永久歯歯髄由来の hDPSCs を用い、その骨分化能に遜色がないことも解明している。しか
しながら、顎裂部に対する細胞移植治療においては、骨欠損部の形状が複雑であることや、口腔
機能時の外力を受けやすいことに配慮する必要がある 
 近年、様々な組織工学の進歩が認められるが、中でも 3D プリンターを医学分野へ応用する
技術の発展は目覚ましい。3D プリンターは自由に鋳型を設計できることに加えて、様々な素材
での造形が可能である。また、再生医療の分野では、細胞分化を誘導し、自己組織化させ、オル
ガノイドを構築する試みが行われている。これらの技術を応用することにより、将来的には個々
の骨欠損に応じたオーダーメイドの移植治療が可能になると期待される。 
本研究の核心をなす学術的「問い」は、機能性アメロゲニンペプチドの硬組織誘導作用を解明し、
それを応用した骨オルガノイドの作製方法を検討し、根拠を与えることである。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、口腔組織由来成分を使用した、従来よりも侵襲性を抑えた硬組織再生療法を確立
することを究極の目標とする。アメロゲニンの活性部位である C 末端側をもつ機能性アメロゲ
ニンペプチドの硬組織誘導効果に着目し、様々な組織由来の未分化間葉系幹細胞 における硬組
織分化調節機構に及ぼす影響について解明し、その制御メカニズムを探索する。間葉系幹細胞を
使用した骨再生療法の有効性について検証する。また、３Dプリンターによる組織工学の技術を
活用し、骨分化を意図した形状に誘導することで、骨オルガノイドを作製する方法を確立し、骨
再生について検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 これまでの研究成果を発展させ、アメロゲニンペプチドが様々な組織由来の間葉系幹細胞に
及ぼす影響を解明し、これらを応用した骨再生療法を確立するため、以下の研究計画で研究を行
った。 
 
(１)機能性アメロゲニンペプチドが各幹細胞の増殖・基質産生能に及ぼす影響  
 ヒト乳歯歯髄由来幹細胞 (SHED)、ヒト永久歯歯髄由来幹細胞 (hDPSCs)、ヒト骨髄由来間葉系
幹細胞 (hBMSCs)、ヒト脂肪由来幹細胞 (hADSCs)を用いて、以下の検討を行う。機能性アメロゲ
ニンペプチドは、医学生物学研究所に依頼し、工業的に作製する。 
① 様々な組織由来の間葉系幹細胞における細胞増殖能の検討 
 アメロゲニンペプチド添加による各培養細胞における細胞増殖への影響について、MTS assay 、
ELISA BrdU assayおよびWST-8 assayを用いて解析する。また、Cell Migration Assay-TriCoated 
Kit を用いて細胞接着能についても検証する。さらに、生細胞イメージングシステムを用いてリ
アルタイムに動態を解析する。 



② 様々な組織由来の間葉系幹細胞における骨分化能についての検討 
 アメロゲニンペプチド添加を行った際の骨代謝マーカー (ALP、I型コラーゲン、BSP、 BMP-
2, 4, 6 など)、骨吸収マーカー (RANKL、OPG など)、血管新生マーカー(bFGF、VEGF など) の発
現レベルについて遺伝子解析および定量 western blot 解析を行う。また、ALP 活性および培養
液中の Ca レベルを定量評価し、アリザリンレッドおよびバンコッサ染色を用いて石灰化能の検
討を行う。実験 1の結果より実験 3および 4における至適濃度を確定する。 
 
(２)機能性アメロゲニンペプチドのシグナル伝達経路の検討  
アメロゲニンペプチドのシグナル伝達経路について検討を行う。MARK/MEK シグナル伝達経路の
中間産物である ERK1/2、p38、JNK および Wnt/β-カテニン経路の中間産物 GSK-3βのそれぞれの
リン酸化について定量 western blot 解析を行う。さらに、それぞれの阻害剤を用いて、実験 1
と同様の検討を行い、各幹細胞のシグナル伝達経路を確定させる。 
 
(３)骨オルガノイド作製の検討  
①  培養鋳型の作製 
熱融解型三次元プリンターを用いて、骨欠損に沿う形態材料には加工が容易であり、形状再現
性が高く培養皿と同じ成分であるポリスチレンを使用する。細胞凝塊が鋳型に付着するようで
あれば他の材料を検討する。また鋳型の内部は培地が循環できるように多孔質とし、最適な鋳型
内空隙率について検討を行う 。 
② 骨オルガノイドの作製 
 アメロゲニンペプチドを添加し骨分化させた幹細胞から、Kittaka ら(2016)の方法を参考に、
凝集塊(スフェロイド)を作成する。実験 3-1 で作製した鋳型内でスフェロイドを単数または複
数で培養し、細胞凝塊形成を免疫組織学的に評価し、骨オルガノイドの作製方法を検討する。 
 
(４)動物実験による生着性および骨再生効果の評価  
免疫不全マウス(BALB/C-nu) の頭蓋に骨欠損を作製し、骨オルガノイドを移植する(図 4)。マ
イクロ CTを用いて三次元的解析を行うとともに、組織切片を作製し、HE 染色および Masson’s 
trichrome 染色、骨代謝関連マーカー、血管新生マーカーの免疫組織化学的評価を行う。さらに、
レーザーマイクロダイセクションを行い、PCR 解析および western blot 解析による再生骨評価
を行う。 
 
 
４．研究成果 
(１)様々な組織由来間葉系幹細胞の性質評価について 
① 増殖能の検討 
 ヒト乳歯歯髄由来幹細胞 (SHED)、ヒト永久歯歯髄由来幹
細胞 (hDPSCs)、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 (hBMSCs)、ヒト
脂肪由来幹細胞 (hADSCs)を用いて、細胞増殖能における検
討を行った。 
その結果機能性アメロゲニンペプチドamgCPはヒト脂肪由来
幹細胞の増殖能を亢進することがあきらかとなり、その結果
については誌上発表を行った(図 1)。その他の幹細胞におけ
る影響については、現在も検討を続けている。 
 
② 骨分化能についての検討 
それぞれの幹細胞において、機能性アメロゲニンペプチド amgCP が硬組織誘導能に与える影
響について、検討を行った。hADSCs においては、有意な硬組織誘導能は認められなかった。し
かしながら、先行研究で、ヒトセメント芽細胞においては、amgCP により硬組織誘導能の亢進が
認められたことから、元の細胞の骨分化能力が影響する可能性が考えら
れた。そこで、様々な組織由来間葉系幹細胞の中でも、より低侵襲な骨
再生療法を求めて、乳歯歯髄由来間葉系幹細胞(SHED)に着目した。さら
に、SHED の表面抗原 CD146 に着目した。SHED-CD146⁺は、細胞増殖能には
影響がないが、骨分化能はヘテロな SHED よりも高いことが明らかとなっ
た。SHED-CD146⁺における amgCP の影響については現在検討中である。 
 
(２)機能性アメロゲニンペプチドの伝達経路の検討 
 各幹細胞における amgCP の伝達経路について、検討を行った。増殖能については、ERK 経路を
を通じて影響を及ぼすことが明らかとなった(図１)。SHED-CD146⁺の骨分化能についての伝達経
路については、現在検討中であるが、Wnt/βカテニン経路や、VEGF の経路に作用する可能性が
高いと考えている。その他の詳細な経路について、今後もさらなる検討を行う予定である。 
 
(３)骨オルガノイドの作成 
 熱融解型３Dプリンターを使用して鋳型を作成し、いくつかのスフェロイドから大きな凝集体



を作成する方法を当初は予定していたが、広島大学が共同研究協約を締
結しているドイツヴュルツブルク大学生体材料学教室にて、同教室独自
の技術であるエレクトロスピニング（電界紡糸）法を併用しながら高分子
融液をインクとして用いる三次元描画法を用いて、骨再生に最適な多孔
質構造を有する足場を作成する方法についても検討を行った(図 3)。多孔
質構造の条件や、最適な細胞培養の条件について現在も検討中である。 
 
(４)動物実験における検討 
 免疫不全マウスの頭蓋に骨欠損を作成し、SHED 移植の効
果について検討を行った。実験(１)の結果と同様に、SHED-
CD146⁺移植において、他群間より有意な骨再生が認められ
た。この結果は誌上掲載された(図 4)。現在は SHED-CD146⁺
と amgCP の相互作用についても検討を行っている。 
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