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研究成果の概要（和文）：培養骨膜シートは骨を再生する自家の移植材料として歯周治療および

口腔外科治療に臨床応用されている。しかし治療には骨膜片を採取した後、６週間培養する必

要がある。我々は培養骨膜シートによる治療計画に柔軟性を持たせるため、凍結保存法を研究

した。研究の結果、２週間程度前培養した骨膜片を至適化した保存液中で凍結保存することに

よって、解凍後の細胞増殖速度と骨組織形成能を高く維持できることが明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Implantation of autologous cultured periosteal sheets produce 

clinically effective bone regeneration in periodontal and oral surgical therapy.  

However, preparation of these sheets usually requires six weeks.  To make this therapy 

more efficient and flexible, we developed a preservation method for the cultured 

periosteal sheet that maintained biopotency for the clinical application.  As a result, 

we have found that human periosteum tissue segments that pre-cultured for two weeks before 

cryopreservation maintained their potency of cell growth and responses to standard 

osteogenic induction at high level after thawing. 
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１．研究開始当初の背景 

培養骨膜シートは骨膜片を培養して得られる

細胞シートである。この細胞シートは硬組織

形成能を持ち、歯科領域で歯槽骨を再生する

自家の移植組織として既に臨床応用されてい

る。これまでに共同研究者である奥田、川瀬
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らは 70 例以上の再生治療が実施してきた。

しかし、培養骨膜シートを得るために６週間

の培養期間を要する点が治療の制約となって

いる。我々は培養骨膜の凍結保存法の確立と

その科学的根拠を得ることによって、治療計

画に柔軟性を持たせることが必須であると考

えた。 

 

２．研究の目的 

当該研究の目的は培養骨膜シートの凍結保存

法確立によって治療計画に柔軟性を持たせ、

再生医療の普及を進めることである。凍結保

存には対数増殖期にある細胞を調製すること、

凍結保存液の組成を至適化することが重要で

ある。従って、当該研究の具体的な研究目標

は培養骨膜片を凍結保存する前に前培養処理

を行い、培養組織に適切な凍結保存液の組成

を決定することとした。また、方法を選択す

るにあたって操作性とコストダウンを念頭に

置いた。 

 

３．研究の方法 

我々は培養骨膜シートを培養皿上で凍結保存

する方法を検討してきた。その中で一旦培養

皿から剥離して新たに別の培養皿に“継代し

た骨膜片”でも細胞シートの作製は可能であ

り、さらに培養日数が経過した骨膜片の方が

培養開始直後のものより細胞の遊走や増殖が

良いことを見出した。 

これまでの検討で採取直後の新鮮骨膜片が凍

結保存に向かないことは判明していた。しか

し前培養することにより骨膜片の凍結保存が

可能になれば、細胞シート全体を保存するよ

りコスト、保存用スペースの点で汎用性に優

れると考え、この方法により研究を進めるこ

ととした（図１、２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1) 凍結保存液の組成および前培養期間 

骨膜片の細胞遊走能と細胞シート形成速度を

指標に検討を行った。これまでの検討結果か

ら凍害防止剤として DMSO（ジメチルスルホオ

キシド）を 10%の濃度で用い、FBS（ウシ胎児

血清）の濃度を 10%から 90%の範囲で変化さ

せた。 

 

2) 増殖期細胞の存在比率と培養日数の関係 

ヨウ化プロピジウム (PI) と抗増殖細胞核抗

原 (PCNA) 抗体を利用した蛍光染色により、

病理組織標本中で細胞数と増殖細胞数を比較

した。 

 

3) 凍結保存した骨膜片による培養骨膜シー

トの同一性 

in vitroで骨芽細胞への分化誘導因子に対す

る応答性を評価した。リアルタイム PCRによ

る発現遺伝子の半定量解析、抗 ALP、オステ

オカルシン抗体および von Kossa染色による

図１ 骨膜片の凍結保存 

図２ 研究のスキーム図 



 

 

病理組織化学的解析法を用いた。 

 
４．研究成果 

研究の結果、採取した骨膜片を２週間程度前

培養し凍結保存することによって（図１）、

解凍後の細胞増殖速度と石灰組織形成能を高

く維持できることが明らかにできた。 

 

1) 凍結保存液の組成および前培養期間 

2 週間程度の前培養処理後に 10%DMSO と 50%

以上の FBSを含む凍結保存液を使用すること

により良好な結果が得られることを確認した

（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2) 増殖期細胞の存在比率と培養日数の関係 

前培養した骨膜片で増殖期にある細胞の存在

比率が増していることを示した（図４）。凍

結保存に適した対数増殖期の細胞を増加させ

ることが骨膜片の凍結保存を可能にすると思

われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

3) 凍結保存した骨膜片による培養骨膜シー

トの同一性 

本法によって凍結保存した骨膜片は新鮮骨膜

片と同等の培養骨膜シート形成能を維持して

いた（図５-８）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 前培養期間と FBS濃度の検討   
(a) 骨膜片を前培養した後、２週間
凍結保存した。解凍後にそれぞれを
10日間培養した。(b) 16日間前培養
した骨膜片を凍結保存し、解凍後に
10日間培養した。 

図４ 骨膜片の蛍光染色像 
 (a, b) 新鮮骨膜片、(c, d) 16日間前培養
した骨膜片。 

図５ 新鮮骨膜片と凍結保存した骨膜片
による培養骨膜シートの成長速度 

図６ 培養骨膜シートのアルカリフォスファ
ターゼ (ALP) mRNA発現  
(a) 新鮮骨膜片および、(b) 16日間前
培養し、凍結保存した骨膜片を 21日間
培養した後、骨分化誘導培地で３日間
追加培養した。 

図７ 図７ 培養骨膜シートの ALP染色像    
(a) 新鮮骨膜片および、(b) 16日間
前培養し、凍結保存した骨膜片を 21
日間培養した後骨分化誘導培地で９
日間追加培養した。 

a b 

a b 

c d 

a b 

（図４続き） 
染色はヨウ化プロピジウム (PI、赤色、
全細胞核が染色される：a, c)および抗
増殖細胞核抗原抗体(PCNA、緑色、増殖
細胞核が染色される：b, d)を用いた。 

b a 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

適切な前培養過程の導入によって組織中の増

殖細胞を増加させ、凍結保存の結果を改善す

る結果は、他の培養組織にも応用できると推

察される。培養骨膜シートによる骨再生治療

は研究分担者である奥田、川瀬らの臨床およ

び基礎研究が世界に先駆けている。当該研究

で凍結保存の基本技術を確立し、その科学的

根拠の蓄積することができた。今後は FBS（ウ

シ胎児血清）の排除によるリスク因子低減、

造腫瘍試験、純度試験などにより移植安全性

を担保し、骨再生の科学的根拠をさらに蓄積

することで培養骨膜による治療法の一般普及

を促進できる。 
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図８ von Kossa染色による病理組織標本像
(a) 新鮮骨膜片および、(b) 16日間前
培養し、凍結保存した骨膜片を 16日
間培養した後、骨分化誘導培地で３日
間追加培養した。 

a b 


