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研究成果の概要（和文）：自家骨を採取することなく大規模な顎骨欠損をリン酸オクタカルシウム(OCP)・コラ
ーゲンとiPS細胞を用いた新しい顎骨再建方法を確立するべく、iPS細胞とOCPを含む各種骨補填材と3次元スフェ
ロイド培養を行った。その結果、既存のβ-TCP、ハイドロキシアパタイト、無添加のコントロールに比較してサ
イズの大きいスフェロイドの形成がみられ、iPS細胞とリン酸オクタカルシウム(OCP)コラーゲンを用いた再建方
法の確立の端緒を開くことができた。今後は実験動物を用いたin vivoでの本方法の検証実験が必要であると思
われた。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a new method for jawbone reconstruction using 
octacalcium phosphate (OCP)-collagen and iPS cells without harvesting autologous bone, we conducted 
three-dimensional spheroid culture with various bone graft materials containing iPS cells and OCP. 
As a result, we observed the formation of larger spheroids compared to existing β-TCP, 
hydroxyapatite, and the untreated control. This opened the door to establishing a reconstruction 
method using iPS cells and octacalcium phosphate (OCP)-collagen. It was concluded that further 
validation experiments in vivo using experimental animals are necessary in the future.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 顎骨再建　リン酸オクタカルシウム　iPS細胞　3次元スフェロイド培養　β-TCP　ハイドロキシアパタ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リン酸オクタカルシウム（OCP)・コラーゲンは新しい骨補填材として歯槽骨の再建に使われているが、iPS細胞
と組み合わせることで、さらに大規模な顎骨再建に用いることが示唆され、外傷、腫瘍などによって生じた顎骨
欠損に対し、自家骨を採取することなく再建が可能になり、自家骨採取などに伴う長期間の入院、術後の歩行障
害などの後遺症を回避でき患者の肉体的、精神的な負担を大幅に軽減することができることが考えられた。また
入院などの期間を回避することで医療経済学的にも大きな貢献ができると考えられる。

※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 
悪性腫瘍切除に伴う骨欠損などに対して、自家骨を用いた骨組織の再建が一般的である。
その際には、腸骨、腓骨といった他部位からの骨採取が必要となり、本来の疾患とは無
関係な二次的な部位に侵襲を加えることが必要である。そのため、手術時間も長時間を
要し、また腸骨や腓骨などの骨採取部位によっては術後の歩行障害を伴うことから、治
癒に要する入院期間が長期にわたっている。骨組織の再建以外では、チタンプレートに
よる再建法も広く行われているが、顎骨形態の回復には有意義だが、顎骨とともに失わ
れた歯牙に対する咬合の回復法は義歯のみとなっている。骨組織で再建された場合には、
インプラント治療による咬合の回復が可能であり、患者の生活の質も向上する。近年で
は、腫瘍切除や、先天性疾患に伴う歯牙欠損に対しては、インプラント治療が広範囲顎
骨支持装置として保険治療が適用されている。このため、現在の臨床において、顎骨の
欠損には骨組織による再建が不可欠であると。しかし大規模な骨欠損に対しては腸骨、
腓骨などの自家骨の移植が必ず伴う。歯槽骨の欠損部に対する市販骨補填材料としては、
HA やβ-TCP などのリン酸カルシウム材料や、ウシなどの骨を用いた異種骨が挙げら
れるが、それら材料のみでは大規模な顎骨欠損の修復は不可能である。新規骨補填材料
として OCP/Collagen が挙げられ、これまでの市販骨補填材料と比較して、骨再生能と
生体内吸収性が有意に優れていることが明らかになっている。われわれはこれまで、
OCP/Colを用い、口腔外科領域における顎骨欠損モデルとして、大型動物であるイヌを
用い人工的顎裂、垂直的な下顎骨の辺縁切除モデルを作成し、OCP/Colは他のβTCPや
破イドロキシアパタイト（HA）に比較し、優れた骨再生能をもち、これら人工的顎裂
や下顎骨の辺縁切除モデルの再建には応用可能であることを示してきた。しかしさらに
大規模な下顎骨の区域切除モデルを持いた研究に老いては、OCP/Colのみでは顎骨再建
は難しく、OCP/Collagenでの顎骨再建に限界があることも明らかになった。そこで再生
医療を応用した細胞導入の必要性から、OCP/Collagenに未分化細胞を組み合わせること
により、大きな顎骨欠損部に対して、自家骨に代わり得る骨補填材料の作製が可能にな
るという仮説をたてた。多分化能と無限の増殖能をもつ iPS細胞は再生医療の細胞源と
して期待されており、現在は免疫拒絶反応を抑えて多くの患者に対する移植を可能とす
る HLA（ヒト白血球抗原）をホモ接合体として持つドナーから作製した iPS 細胞株の
ストック事業が進められている。これらの背景から、今回は OCP/Colと iPS細胞を用い
た大規模な骨再生の可能性を探ることを目的として研究を行った。 
 
２．研究の目的 
OCP/Collagenと iPS細胞とを組み合わせた in vitroの 3次元培養において骨形成を検討
し、本方法の大規模顎骨欠損への応用の可能性を調べること． 
 
 
 
３．研究の方法 
マウス歯肉線維芽細胞由来 iPS 細胞(iPSC)を 10cm dish で浮遊培養し、胚葉体を形成
し、その後 6well plateに播種し、骨芽細胞様細胞に分化させた. 酸素透過型培養器(oxy 
chip)および非酸素透過型培養器(non-oxy chip)を作製し、それぞれの培養器で培養し
た．またリン酸カルシウム（ハイドロキシアパタイト(HA)，β-リン酸三カルシウム（β
-TCP），OCP）共存下で iPSC を oxy chip 上で培養した．培養期間は 7日，14 日，21 日
とし，スフェロイドの直径，DNA 量，ALP 活性，培地の pH，Ca2+濃度，無機リン酸（Pi）
イオン濃度を測定した． 
 
 
 
４．研究成果 
Oxy chip では non-oxy chip と比較して直径の大きなスフェロイドが均一に形成され
た．また oxy chip で培養したスフェロイドは経時的に増大の傾向を認めたが，リン酸
カルシウムの共存の有無やその結晶相による差は認められなかった．iPSC 単独での培
養では，oxy chip 群では non-oxy chip 群と比較して DNA 量，ALP 活性はどちらも有意
に増加した．また、リン酸カルシウム共存下の oxy-chip での培養 14 日後では，ALP 活
性は，iPSC 単独で培養した群と比較して OCP 群で有意に増加した，また，OCP 群の ALP
活性は，HA 群，β-TCP 群と比較して高値を示す傾向を認めた． Oxy chip 群では non-
oxy chip 群と比較して pH が高くなる傾向を認めた．また oxy chip においてリン酸カ
ルシウム共存下で培養した群では iPSC のみ培養した群と比較して pH が高くなる傾向
を認めた． Oxy chip 群では non-oxy chip 群と比較して Ca2+濃度は低値を示し，Pi イ



オン濃度は高値を示す傾向を認めた．またリン酸カルシウム共存下で培養した群では
iPSC のみを培養した群と比較して Ca2+濃度は低値を示し，Pi イオン濃度は高値を示す
傾向を認めたがリン酸カルシウムの種類による差は認めなかった． 
以上の結果から，iPSC を OCP 共存下で oxy chip に 3 次元培養することで，酸素供給お
よびOCPとの複合化により，iPSCスフェロイドの高い骨芽細胞分化の結果が得られた． 
 これらの結果から、OCP 存在下に iPS 細胞に由来する骨芽細胞様細胞の培養条件で細
胞スフェロイドを形成することができ、より多くの細胞形成ができた。このことは
OCP/Col と iPS細胞の 3次元培養により大規模な顎骨欠損を自家骨に頼らず再建できる
方法が切り開かれたと考えている。iPSC と OCP/Col を用いた大規模な顎骨欠損の再建
方法を確立するために、今後は大規模動物を用いた in vivo での検証が必要であると考
えられ、さらなる研究を継続して行っていく所存である． 
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