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研究成果の概要（和文）： 
日本発の画期的な研究成果として、マウス由来線維芽細胞において細胞分化のリプログラミン

グが 4 種類の遺伝子導入であらゆる細胞に分化可能な人工多能性幹細胞(iPS 細胞)の作製が可

能となり、さらにヒト皮膚由来線維芽細胞においてもヒト iPS 細胞の樹立が報告された。そこ

で現在は患者の組織から細胞を採取し、その体外に取出した細胞を分化多能性を有する iPS 細

胞へ誘導し必要な細胞へ再分化させ、組織工学の技術を用いて生体外で３次元細胞培養し、そ

れを生体内に戻し組織を再生するといった 21 世紀前半の医療として期待が高い再生医療おけ

る免疫拒絶のない「真の細胞移植療法」の早期実現化が急務となってきた。そこで本研究は今

後３～４年後の臨床実用化を目標に、天然有機多糖体であるキトサンを iPS 細胞移植システム

の Scaffold（坦体）として用い、硬組織再生療法、特に歯槽骨および象牙質再生医療技術の開

発・確立を目指すものであった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Making an induced pluripotent stem cell by reprograming the mouse origined fibroblast 
with four kinds of gene was able to differentiate into varios cells  became possible 
as an epoch-making result of the research in Japan, and, in addition, the 
establishment of human iPS cell was reported in the human skin fibroblast. Then, the 
cell is gathered from the patient's organization now, the cell taken out to the outside 
of the body is induced to the iPS cell that has a versatile differentiation, and it 
differentiates into a necessary cell again.   The achievement at the early stage of 
"True cell transplant treatment" without the immunity rejection that the cell is 
cultured by three dimensions by using the technology of the systems engineering in 
vitro, it is assumed to be a medical treatment of regenerating the tissue by 
transplantation of their cells to organization. Then, this research has used the 
chitosan that is the natural, organic biomaterials as scaffold of the iPS cell 
transplant system aiming at clinical practical application after 3-4 years.   This 
aimed the development and the establishment of the hard tissue regeneration, 
especially alveolar bone and dentin. 
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１．研究開始当初の背景 
キチンは、昆虫類、蟹や海老の外骨格や細

菌の細胞壁に存在し､N-ｱｾﾁﾙ-D-ｸﾞﾙｺｻﾐﾝを基

本構成単位とする生体内高分子の天然アミ

ノ多糖体である。さらにキチンを脱アセチル

化処理して得られるキトサンは抗菌性、Mφ

活性化能、創傷治癒促進能を有する生理活性

物質であることが知られている。歯科領域で

は当教室において 12 年前から様々な観点よ

り基礎的および臨床的検討を加え国際誌へ

の投稿や国内外の学会報告を行っており、現

在は硬組織再生誘導材として骨欠損修復お

よび齲蝕等による歯髄露出部の硬組織によ

る閉鎖といった臨床応用を念頭に置いてい

る。しかしながら歯科領域での歯槽骨再生や

象牙質再生といった特殊な分野での幹細胞

移植療法への応用を検討した報告は現在皆

無である。自然界に豊富に存在するキチン・

キトサンは、既にその誘導体および化合物が

医・工・農学や食品学等の分野において利用

価値が高く様々な形態でアジア諸国や欧米

をはじめ国内外にて広く研究されている。健

康志向、薬剤安全性への関心が極めて高い現

在において、平成 13 年に我が国でも BSE（牛

海綿状脳症、いわゆる狂牛病）が確認されて

以来、牛や羊などの反芻動物に由来する原料

の医薬品類への応用規制はますます強化さ

れている。したがって甲殻類由来の天然有機

生理活性素材の医学・医療への応用は今まで

にも増して有用となると考えられる。 

２．研究の目的 

１）多能性幹細胞増殖の効率化と骨芽細胞

および象牙芽細胞への分化誘導の促進化 

キトサン添加の有無による Gene Fishing

法とﾘｱﾙﾀｲﾑ PCR による増幅産物の定量

分析によって、硬組織形成関連遺伝子

(ALP,Osteocalcin,BMP-2,BSP, DSP,DMP-1

等)の同定を行い、キトサン自身の幹細胞

に対する硬組織形成賦活効果を証明す

る。また多孔性坦体内部への生着効率を

上げるために減圧下（-100mg）で細胞

播種し、Bioreactorを用いて細胞が常に新

鮮な培養液と接するようなシステムを

構築することによって、骨芽細胞および

象牙芽細胞への分化増殖をより促進化

できることを実証する。 

２）Scaffold の幾何学的三次元構造と細胞

分化・増殖の検討 

キトサン溶液をアンモニアガスで中和

させ架橋補強を施した後に凍結乾燥す

ることによってハニカム状凹型構造を

有する多孔性坦体を作成し、さらに

Electrospinning にて表面に直径 50～

500nm のナノファイバーを固着する。

この構造により培養細胞の接着や栄養

供給・老廃物の排出がスムーズに行われ、

内面全体に確実な細胞増殖および基質

産生が起こることを分子生物学的およ

び形態学的に証明する。 

３）前臨床試験としての動物実験における

セルデリバリーシステム（細胞移植療法）

の確立 

骨欠損部や歯髄露出部へキトサン scaffold

上で３次元培養した骨芽細胞および象牙芽

細胞を移植し、骨様組織および象牙質様組

織新生促進効果について各々の細胞の組織

内局在性、分化成熟度および硬組織基質形

成度について、免疫組織化学的に証明する。 

３．研究の方法 
１）Scaffold の作製；２％酢酸にて１、２、



４％キトサン（甲陽ケミカル社製 MW 約 10

万、DA85％）溶液を作製し、50℃2 時間撹拌

後 pH7.4 に調整した。その後 24 時間真空脱

気を行い、４℃２時間、０℃12時間、－35℃

24 時間、-80℃24時間の冷却スケジュールの

後、最終的には凍結乾燥処理を行いスポンジ

状に成形した。スポンジ体の表面および内部

微細構造は走査型電子顕微鏡にて観察した。

またキトサン濃度の違いによるスポンジ体

について気孔径および気孔率を比較検討し

た。 

２）徐放能について；スポンジ体の徐放性を

検討するため、細胞成長因子として既に許認

可されている rh-bFGF製剤であるフィブラス

トスプレー（科研製薬社製）をスポンジ体に

添加したのち、PBS(pH7.4)に浸漬後の経時的

な遊離量を ELISA法で計測した。また、コラ

ーゲン製スポンジ体を対照とした。最終的に

は凍結乾燥処理を行いスポンジ状に成形し

た。 

３）機械的特性について； 

スポンジ体の機械的特性については、

φ5.0×10.0mm の円柱状のサンプルを作製し、

床置型オートグラフ(SHIMADZU 社製 AG-X 

50N)にて Load：20.00Ｎ、Stroke：10.00mm、

Time：120.00sec、Cross Headspeed：1mm/min

の条件で静的引張試験を行い、応力－ひずみ

曲線により強度、柔軟性を評価した。 

４）生体安全性試験；成形したキトサンスポ

ンジからのエンドトキシン溶出量について

測定を行った。すなわちキトサンスポンジを

1時間浸漬した PBS緩衝液から検体を採取し、

エンドトキシン反応液を添加後マイクロプ

レートリーダー(CORONA 社製 SH-1000)内に

setした。１分間撹拌し 37℃30 分間反応させ

た場合の吸光度(405nm)の経時的変化率（ｍ

Abs/min）を測定し、標準液から作成した検

量線からエンドトキシン含有量（EU/ml）を

算出した。 

５）生体埋入試験；埋入試験には６週令

Wistar系雄性ラットを用いた。腹腔内麻酔を

施し下顎骨下縁に沿って皮膚切開を行い、骨

膜を剥離し骨面を露出させた後、滅菌済み

#1/2サイズの steel round burにて低速回転

でオトガイ孔下方の骨表面から切歯歯根表

面セメント質まで達する直径約 1mmの円筒形

骨窩洞を形成した。その後鋭利な探針にて露

髄させたうえ、キトサンスポンジ体が歯髄面

に接するよう填入し、GIC にて仮封後、骨膜

弁を元の位置に戻し皮膚縫合を行った。術後

1、3、5、7日経過時に各々のラットを麻酔下

で潅流固定した後、下顎骨を摘出し、新鮮試

料を冷却 2-メチルブタン中でカルボキシメ

チルセルロースにて包埋後、急速凍結を行っ

た。凍結ミクロトーム（Leica社製 CM1950）

にて厚さ約 3μm の凍結切片を調整後 H-E 染

色を行い光学顕微鏡にて生体反応について

病理組織観察した。なお、動物実験について

は、長崎大学先導生命科学支援センター動物

実験施設へ実験計画を申請し承認を得た上

で実施した。 

４．研究成果 

気孔径については各濃度とも概ね 100～

300μm となり、形状は連通構造であった 

(Fig. 1)。  

 Fig. 1 

キトサン溶液濃度が大きくなるにしたがっ

て、Pore size は小さくなり気孔壁の厚さが

増大する傾向を示した。また徐放性試験後

(28 日経過時)における各サンプルの形状を



観察したところ、1％キトサン群では気孔形

状の崩壊が著明であったが、キトサンの濃度

依存的に形態安定性の向上が確認された

(Fig. 2) 。 

 気孔率に関しては 75～85％程度となり有意

差はみられなかったが、キトサン濃度が大き

くなるにしたがい Porosity の減少傾向が認

められた(Fig. 3) 。  

 

徐放性については、1%キトサン群では浸漬

後１週間経過時に約 80%が放出され、2%群で

は 2 週間経過時に 70%が放出され、4%群では

2 週間経過時に 50%が放出され、その後も持

続的に遊離された(Fig. ４)。 

このことよりキトサン濃度が大きくなるに

したがい徐放性が継続される傾向となった

が、これはキトサン分子に固定される増殖因

子が増加した結果、静電気的効果により遊離

する時間が延長されたものと示唆された。 

機械的特性については、キトサン由来の

スポンジは PBS 緩衝液で濡れた状態で、

0.08MPa という引張強度を示し、従来の牛

由来Ⅰ型コラーゲンスポンジからなる生体

材料（0.02MPa）に比べより高い引張強度で

あることが判った。  

 

キトサンスポンジ内からのエンドトキシ

ン溶出量の結果については、1%群および 4%

群が各々0.018 、0.012EU/mlとなり、いず

れも日常の臨床上多用されている注射用水

の目安規格値である0.25 EU/ml以下であり、

十分安全性が確保できていることが判明し

た。 

 

動物実験における病理組織反応については、

術後１日経過時では歯髄組織内に填入され

たキトサンスポンジ周囲に好中球を主体と

した炎症性細胞浸潤が観察された。術後 3

日経過以降は経時的に炎症反応が軽減して

いき、術後 7日目にはキトサンを被包する

線維芽細胞様組織が観察されるとともに脈

管新生も確認された。この結果より歯髄組

織に対してキトサン由来の多孔性担体は生

体親和性を有することが示唆された。 
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