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研究成果の概要（和文）：歯周組織再生治療に役立つ自家培養骨膜シートを短期間で作製する技
術とこれをサポートするスキャホールド(足場)の開発を目標とした。細胞接着性の劣る合成高
分子製フィルムは、コラーゲン塗布による表面修飾で克服できた。多孔質膜は、その表面凹凸
微細構造によって、表面修飾なしでも細胞接着性を示した。これは細胞外基質産生や深部気孔
への細胞侵入の促進でも優れていた。以上のように、骨膜シート作製に有益な足場の開発に成
功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to develop the fast processing methodology and novel scaffolds for 

human periosteal sheets. In general, scaffolds made of synthetic biodegradable polymers are not suitable 

for cell adhesion. However, our porous PLLA scaffold was capable of well securing periosteal sheets. 

This scaffold also functioned to facilitate extracellular matrices and cell penetration into deep pore 

regions. In this project, we have successfully developed several promising scaffolds with biodegradable 

polymermaterials. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病はその病状進行に伴いアタッチメン
トロスと歯槽骨の吸収を招き、結果的に歯は
動揺から喪失という運命をたどる。歯の喪失
を防ぐためには、原因である病原性細菌の除
去とともに新付着と歯槽骨の再生が課題と
なる。GTR法をはじめとして様々な再生治療
法が開発されてきたが、いずれも十分な予知
性があるとはいえない。われわれは、培養骨
膜シートを水酸パタイト(HAp)顆粒体や多血

小板血漿(PRP)と組み合わせて移植する再生
治療法を独自に開発・進化させた。これまで
の臨床研究 (40 超症例)から、アタッチメン
トゲインおよび歯槽骨再生の程度が極めて
良好、かつ感染や異物反応などの予後不良は
皆無であることを明らかにした。当面の臨床
的課題は、6 週間という長い培養期間と移植
時の低い操作性である。  

骨充填材というと、一般的にはこのように
HAp系の基材を用いることが多い。しかし、
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すべての症例において、耐荷重能やスペース
保持能を重視する必要があるとは限らない。
例えば、sinus lift や無歯顎における顎堤形
成においては、基材の剛性を犠牲にしても骨
誘導活性のほうが強く要望される。われわれ
は、一般的静置培養での骨膜培養期間の短縮
化や細胞インテリジェント化の研究を進め
るなかで、骨膜と相性がよく、その骨形成能
をうまく引き出すとともに移植時の操作性
を向上させる基材の必要性を強く感じてい
る。 

 

２．研究の目的 

歯周組織における移植再生治療に役立つ自
家培養骨膜シートを短期間 (2 週間程度) の
培養 (プロセッシング) で、移植後 2週間程
度で石灰化の核となり骨誘導活性を発現す
る骨膜シート作製技術をこれをサポートす
る基材とともに開発する。 
 
３．研究の方法 

われわれの究極の目標は、現在臨床研究にあ
る培養骨膜を用いた歯周組織再生療法をよ
り治療効果の高いものにするとともに社会
的に普及するために操作性を高めることで
ある。そのために、本研究では、これまでに
培ってきた骨膜培養のノウハウをもとにし
た設計案を研究協力者[児玉亮氏(ベセル株
式会社)、山中克之氏(株式会社ジーシー)]に
送り、そこで基材を試作し提供してもらう。
第一の達成目標は、in vitro において骨膜と
相性のよい基材に仕上げることである。培養
プロセッシング技術の最適化を含めて、この
検証に通ったものを in vivo の移植実験に供
し、その性能を検証する。随時、これらの検
証実験のデータを協力者にフィードバック
して、試作品の改良の参考にしてもらう。 
 

(1) 平成21年度 

① 基材の開発：研究協力者らとは、昨年度
から共同研究を立ち上げて基材開発に取
り組んでいる。これまでの検証果をもと
に、poly(L-lactide-co-ε-caprolac- 
tone) (LCL)フィルム、あるいはメッシュ
をベースとして、そこにサケコラーゲン
の特殊コートを施した基材を設計・提案
し、その試作する。これを出発点として、
随時生物実験の結果をフィードバックし
て試作品のバージョンアップを図る。 
 

② 骨膜の採取：本学病院歯周科にて歯周治療

の際に採取される骨膜の一部を患者の同

意のもと実験に供する(本学倫理委員会に

て承認済み)。 

 

③ 骨膜の培養：細胞との接着性が劣るものは

静置培養となるが、接着性が良好で、なお

かつ、基材に厚みがあり 3 次元高密度培養

が可能な場合は、マイルドな振盪培養やシ

アーストレスを与える培養液の循環を試

み、骨膜を 4 週間程度は安定して培養でき

るようなシステムを組みあげる。 

一方、増殖因子(bFGF など)や分化誘導
因子(dexamethasone, β-glycerophos- 
phate, vitamin Cなど)の添加濃度とタイ
ミングの最適化を図る。目標は、培養期間
2-3週間で直径が最低 20mmに達している
とともに、分化して十分な石灰化能を発現
していること、である。なお、骨膜の分化
程度については、ALP活性染色、アリザリ
ン赤染色を指標として検証する。 
 基材がメッシュ状で厚みが 2 mmを超え
るものについては、振盪培養法など他の培
養液を循環させるシステムを用いる。振盪
培養や回転培養を行なう際は、ガス透過性
フィルム(ニプロ提供)中に骨膜を培養し
た基材を封入する形態を検討している。現
有の機器で、振盪培養、回転培養、ラジア
ルフローによる培養のいずれにも対応で
きる。比較対照としては、培養ディッシュ
による静置培養を採用する。 

 
④ 動物への移植：基材上に培養した骨膜をヌ

ードマウスの背部皮下に移植する。2～12
週経過観察の後、摘出して組織標本を作製
する。また、非侵襲的評価の目的から、平
行してマイクロ CT による石灰化物形成の
程度を観察する。 

 
⑤ 組織学的評価：摘出した組織からパラフィ

ン標本を作製し、HE染色、von Kossa染色、
TRAP 染 色 に 供 す る 。 ま た 、 ALP や
osteocalcin などの免疫染色を施す。凍結
標本は ALP 活性染色に供する。石灰化・骨
形成評価のためのビラヌエバ染色研磨標
本は、委託により作製する。 

 
⑥ 基材開発へのフィードバック：得られたデ

ータは、随時、基材開発へフィードバック
し、改良につなげる。 

 
(2) 平成 22年度以降 
基本的に前年度の研究計画を踏襲する。試作
基材を in vitro で試し、そこから有望な基
材を動物実験に供する。必要に応じて基材開
発にフィードバックする。 
 

４．研究成果 
(1) ヒト骨膜シートの培養とその性状解析 

細胞培養用ディッシュをもちいた骨膜シ
ートの組織培養は、採取直後と培養初期に
注意深く扱うことによって、剥離を防ぐこ
とができ、骨膜片からの細胞遊走を促進さ
せることがわかった。細胞増殖の速度は、
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分散した骨膜細胞と比べると明らかに緩
慢であるものの、細胞重層化と細胞外基質
の産生という点でのメリットは大きいこ
とを確認した。 

Dexamothasone などによる骨芽細胞分
化誘導によって骨膜シートの ALP 活性は
顕著に亢進し、それに伴って石灰化物の沈
着も確認されるようになった。 

産生されるサイトカインのプロフィル
については、未処理の骨膜シートでは
IL-6 の産生が顕著であったが、分化誘導
によって、IL-8 や IL-13 の産生が亢進す
るようになった。 

分化誘導した骨膜シートをヌードマウ
スの背部皮下に移植すると、未処理骨膜シ
ートに比べて、骨様組織の形成と破骨細胞
の誘導という点で顕著な効果が認められ
た。 
 

(2) LCL フィルムの試作と培養骨膜シート培
養への適用 
LCL を素材として作製した透明のフィル
ムは、骨膜組織片を保持するのに十分な接
着力が得られなかったため、血清やコラー
ゲン溶液をフィルム表面に塗布すること
によって改善を図ることができた。培養デ
ィッシュと同様に分化誘導によって ALP
活性の亢進と石灰化物の沈着が認められ
た。随時、培養中の骨膜シートの状態を倒
立顕微鏡で観察できるのは利点のひとつ
である。 
動物移植では、移植部位で滑りやすく固

定化されにくいという欠点もあったが、組
織の異物反応や炎症反応はほとんど認め
られず骨様組織の形成も認められた。 

 
(3) 多孔質 PLLA 膜の試作と骨膜シート培養

への適用 
新潟大学工学部の田中孝明准教授の協力
により、熱誘起相分離法により作製した
poly-L-lactide (PLLA)膜は、20-50μmの
mesopore を主たる気孔とする立体構造を
とる。表面にもこれらの気孔が露出してい
るため、数 10 ミクロン・オーダーの凹凸
構造が形成される。PLLA 自体、比較的硬
い高分子であることから細胞接着は弱い
方であるが、この表面微細構造があるため、
骨膜片は静置した場所に保持されやすい。 

骨膜片から遊走した骨膜細胞は、ある程
度気孔内部に侵入していく。しかし、分化
誘導によって、その程度は格段に向上した。
プロテオグリカンの産生も活発になるこ
とから、この細胞周辺への沈着が細胞浸透
に有効であるものと思われる。 

in vitro の無細胞の培地中でも、細か
い亀裂が入り、PLLA 膜の自発的分解が進
行することを確認していたが、動物に移植

すると大きな亀裂も入り、そこにホストの
組織が血管を伴って侵入してくる所見が
得られた。この血管新生と誘導は、破骨細
胞の誘導に大きく関与していた。 

 

(4) 骨膜シートの保存法に関する検討 
以上の研究に関連して、骨膜シートの保存
法について検討し、凍結保存の場合は遊走
細胞によって形成されたシート部分を切
り離して、中心の骨膜片部分だけを血清
+10% DMSO 溶液に保存することによって、
-75℃でも半年程度は回収率を落とすこと
なく保存でき、再培養によって骨膜シート
を作製することができることを証明した。 

また、緑茶カテキンの一種である EGCG
を用いることで、骨膜シートをディッシュ
やコラーゲン・メッシュに接着した状態で
1 週間程度冷蔵保存できることがわかっ
た。 

 
(5) その他 

骨膜細胞のスキャホールドとなりうる多
孔質セラミックス・ブロック体について、
その標準的評価法(特にμCT による)を開
発した。また、移植した骨膜シートの骨様
組織形成を非侵襲的かつ X 線非依存的に
に評価するために、近赤外(NIR)蛍光色素
を用いたイメージング技術の開発をおこ
ない、骨肉腫移植モデルにおいて、その可
能性を証明した。 
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