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研究成果の概要（和文）：骨原性能力を有する骨膜を培養して用いた歯周組織再生法が注目され

ている。このシートの細胞生物学的性状と細胞の足場となる基材の性状を細胞培養レベルと動

物体内での反応性の視点から検討した。結果、培養骨膜には幹細胞様細胞が存在し分化誘導刺

激で骨形成活性を発現する可能性が示唆された。基材としては種々の高分子材料や無機材料表

面に処理を施すことで細胞接着性が改善し、細胞遊走と石灰化をサポートすることができた。 

 
研究成果の概要（英文）：A novel periodontal regenerative treatment using autologous 

cultured periosteal sheet with an osteogenic property attracts attention nowadays.  

We examined the cell-biological characteristics of this sheet and the reaction of various 

scaffolding materials to this biological sheet through in vitro and in vivo experiments. It 

was suggested that cultured periosteal sheet has stem cell-like cells, and has a possibility 

to express osteogenic property by induction of cell differentiation. Cell adhesion was 

improved by making processing some treatment on the surface of high molecular or 

inorganic scaffolding materials, and was able to support a cell migration and calcification. 
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評価 

 
１．研究開始当初の背景 

(1)歯周病により失われた組織を再生し、機
能を回復させることは歯周治療学の究極の
目標である。歯周組織再生治療として GTR 法
やブタ歯胚抽出物などを用いた方法が臨床
で実施されているが、予後の不良を訴える症

例も少なくない状況で改善する余地が大き
い。 
(2) 自家移植の概念から、わずかに採取した
患者自身の骨膜を組織工学的培養によってシ
ート状になるまで育て、それを患者の治療部
位に移植するという方法は技術的難易度が高
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くないうえに、大きな効果が得られる。 
(3)ヒト培養骨膜による再生メカニズムにつ
いては、異所性骨形成能の発現とサイトカイ
ン産生を介したホスト細胞の分化誘導という
2つの作用があることを明らかにした。現在、
動物実験において非侵襲的に組織再生を評価
するシステムを開発中である。 
(4)基材については、予備実験でコラーゲン特
殊コートした ePFTE メッシュ上で培養した骨
膜は非常に重層化がよいこと、in vitro およ
び in vivo での石灰化も顕著であること、こ
とを確認している。これらの所見をもとに、
生吸収性素材にコラーゲンコートした基材の
開発に取り組んでいる。 
 
２．研究の目的 
生吸収性素材からなる新規基材の開発によ
って自家培養骨膜のポテンシャルを最大に
引き出すための基礎研究を通して、歯周再生
治療技術に画期的な方法論を提示する。将来
的には、さらに患者の負担を最小限にする治
療法に進化させる。 
(1) 新規基材上でのヒト骨膜の培養 (培養 
期間短縮と骨形成能発現の促進) 
(2) 基材上で培養した骨膜の動物移植 (移 
植操作性の向上と骨誘導能の最大化) 
(3) 非侵襲的評価法の検討 (実験動物数の 
抑制、将来的には患者への応用も視野に) 
(4) 有望な試作基材について、組織再生促進
を可能とするメカニズムの解明  
 

３． 研究の方法 
(1)基材上で培養した骨膜の増殖度の検討 
骨膜の初期付着と細胞遊走が遅い基材は、フ
ィードバックにより改良を求める。基材は2
次元培養の場を提供するものと3次元培養の
場を提供するものがあるが、どちらにも対応
できる方法としてDNA抽出による生化学的定
量法を採用し、増殖曲線を描く。3週間で最低
φ10mm程度が確保されていること基準とする。
通常の10% FBS添加培地で達成困難な場合は
bFGFなどの増殖因子の添加も想定する。 
(2) 基材上で培養した骨膜の分化度・石灰化
物形成能の検討 
①in vitroでの分化誘導にはdexamethasone + 
vitamin C +β-glycerophosphateのカクテル
を採用する。培養皿の場合、通常1週間程度で、
ALP活性の顕著な発現と石灰化沈着物が認め
られる。これをコントロールとして、基材の
性能を検証する。 
②ALP活性についてはp-NPPを用いた生化学的
定量法と染色法を併用する。石灰化物につい
てはアリザリンレッド染色を主に、必要に応
じてμCTを併用する。 
③培養骨膜が培地中に産生する増殖因子や
サイトカインを抗体アレイ法により半網羅
的に解析するとともに、特定の因子(BMP, 

TGF-βなど)についてはELISAを用いてより
定量的に解析する。         
④HSP27は骨膜の分化に伴って発現すること
を見出しているが、この細胞蛋白も分化の指
標としてELISAやWesternblot法などにより
解析する。 
(3)基材自体の溶解性・構造安定性の検討 
①基材中にポリグリコール酸の割合が多く
なると、培養過程の初期から加水分解が始ま
り、培地pHの急激な低下と構造的崩壊を招く。
これを回避するためには、基材開発の段階で
PGAの分子量や混合比を調整する必要がある。
無細胞および骨膜を培養した状態で培地pH
の変動をモニターする。 
②基材の構造的変化については、視覚的な確
認と材料試験機によるJIS規格の準拠した引
っ張り試験を行なう。 
③培養期間3週間を設定し、溶出したモノマ
ー分子あるいは分解産物による酸性化が培
地の緩衝力で対応できる範囲であることを
基準とする。また、構造的変化は、引っ張り
強度の多少の劣化が認められるとしても移
植時の操作性を著しく阻害する程度のもの
でなければ基準を満たすものとする。 
④ここで基準を達成できない基材は改良へ
回すことになり、達成できた基材は動物実験
に進むことになる。 
(4)in vivo 動物移植実験 
①培養したヒト骨膜を基材とともにヌードマ
ウスの背部皮下に移植する。 
②一定期間観察し、動物自体の体調変化や体
重減少などがないこと確認したうえで、移植
物を摘出し組織標本を作成する。 
③組織学的に確認することは、まず異物反応
と炎症反応の有無である。基材に由来した異
物巨細胞の出現や類上皮の形成は認められる
べきではない。わずかな炎症反応については
容認する。 
④石灰化や類骨の形成については、パラフィ
ン切片によるHE染色、von Kossa染色、ALP免
疫染色とともに、テトラサイクリン・カルセ
イン投与からビラヌエバ染色を施したサンプ
ルの非脱灰樹脂切片においても検討する。 

2) (5)非侵襲的評価法の開発 
3) ①同一移植物の石灰化過程をトレースするこ

とを目的として、μCTを用いた非侵襲的検査
を行なう。専用の解析ソフトにて、取得イメ
ージの3次元再構成と石灰化領域の体積変化
を定量的に解析する。 

4) ②蛍光蛋白の導入や蛍光色素でラベルした
骨膜を移植し、その消長をin vivoイメージ
ングシステムにより経時的にモニターする。
現在検討中の骨シンチ法と比較し、その感度、
特異性およびS/N比などについても評価する。 
③ドナー骨膜の増殖は限られているが、時間
を追ってホスト側の骨芽細胞の誘導がおこ
り、異所性骨形成が進むものと予想する。こ



 

 

れを可能とする基材を見いだす。 
 
４．研究成果 
(1)骨膜細胞が含まれた三次元代用骨の確立
を目指して、85%の気孔率を有するハイドロ
キシアパタイト(HA)ブロックの”足場”と
しての効果を検討した。骨膜細胞は酸処理さ
れたブロック体気孔の深部に侵入すること
ができ、2 週間以上生存した。分化誘導を加
えた“骨膜細胞＋HAブロック”体をマウス皮
下に移植すると類骨を形成した。これよりこ
の複合体は骨原性を促進することが示され、
従来の HA 単体より優れた再生材料となるこ
とが示された。 
(2)培養日数の短縮と移植操作性の向上を目
的として、②ポリ乳酸カプロラクトン重合体
(LCL)製の透明フィルムを試作し、ヒト培養
骨膜シートに対する適性を検証した。コラー
ゲン塗抹により弱い細胞接着性が解決され、
骨膜片からの初期細胞遊走と石灰化がサポ
ートされた。4 週間培養した骨膜をマウスに
移植すると、2-8 週間で骨膜シート単体のも
のと同等以上の類骨形成を認めた。基材の吸
収過程で新生石灰物が吸収されることは無
かった。培養骨膜シートの骨形成能を犠牲に
することなく、培養期間の短縮化と移植時の
操作性向上を可能にした。LCL フィルムはヒ
ト培養骨膜シート移植による歯周再生治療
において、有望な基材となる可能性があるこ
とが示された。 
(3)骨膜片採取から移植治療用培養骨膜シー
ト形成に至る過程での細胞動態を分析する
ことで骨膜シートの骨原性獲得メカニズム
の解明を試みた。培養早期過程で cambium 
layer に含まれる多くの細胞はアポトーシス
により失われた。培養 5-6日目を境に fibrous 
layer に増殖活性の高い細胞が出現し、これ
らを骨芽細胞に分化誘導するとアルカリホ
スファターゼ活性の上昇とともに石灰化も
顕著に促進された。cambium layer は培養中
に細胞の大幅な淘汰に伴ってその形態は失
われるが, 生き残った幹細胞様の細胞が増
殖し分化誘導刺激により骨形成活性を発現
する可能性が示唆された。 
(4)高分子基剤との複合体を作成する条件を
通して培養骨膜の性状について検討した。多
孔性ポリ乳酸膜上で培養して作成した骨膜シ
ートをマウス皮下に移植したところ、膜は吸
収し周囲の結合組織から線維芽細胞の侵入と
小血管の新生が起こった。骨分化誘導した骨
膜シートにおいてポリ乳酸膜の破片は多数の
毛細血管と酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ陽
性の多核細胞によって囲まれた。これよりポ
リ乳酸膜は骨膜シートの骨原性能力を高める
ものであることが判明した。またポリ乳酸膜
上で培養した骨膜シート上には多くの接着分
子が発現していることからポリ乳酸膜は骨膜

シートの弱点であった初期接着を克服するも
のであることが判明した。 
(5) 培養骨膜の冷凍保存技術およびカテキン
を用いた保存法の開発を試みた。骨膜片を初
期培養後、ジメチルスルホキサイドおよび仔
牛血清を含有した培地上で-75℃まで緩徐に
下げた後、急速に37℃に解凍し培養して骨誘
導に対する反応を評価したところ、骨膜細胞
は急速に増殖し、アルカリホスファターゼ活
性と骨芽細胞マーカーのmRNAが上昇していた
。これより骨膜シートの冷凍保存が可能とな
った。またカテキン添加培養液で骨膜片を培
養したところ、カテキンには冷温刺激から細
胞を保護する抗酸化作用が働くことが明らか
となった。これよりカテキンによる培養骨膜
シートの保存が可能となり臨床で使いやすい
状況が生まれた。 
(6)同一個体における非侵襲的経時的骨形成
観察を可能にするために近赤外線(NIR)イメ
ージング技術の応用を検討した。骨肉腫病変
の総体積と石灰化程度は2種類のNIR色素標識
プローブによって高い感度で検出することが
できた。この撮影システムは、動物を犠牲に
すること無く生きた状態で正確に診断するこ
とに役立つことが期待される。 
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