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研究成果の概要（和文）： 

重度歯周炎によって垂直的・水平的骨欠損を伴う破壊された歯周組織の広範囲な再生を目指
す歯周組織再生治療法を確立するために、骨髄間葉系幹細胞培養系を利用する新しい硬組織誘
導性複合体型生体素材の開発研究を行った。本研究において、骨髄間葉系幹細胞は FGF/ホスホ
ホリン添加コラーゲン 3次元ゲル細胞培養系において、高い増殖動態と ALP 活性および Ca 量の
増加を示した。今回の結果から、組織再生量を制御することが可能なコラーゲンゲル 3 次元培
養内で、細胞増殖を助長する線維芽細胞成長因子（FGF）、ならびに石灰化誘導性を担保するリ
ン酸基供給源としてのホスホホリンを応用することで、高度な歯周組織破壊による広範囲な歯
槽骨吸収を伴う重度歯周病に対する組織再生治療へ展開が期待できる、新しい硬組織誘導性複
合体型の生体素材の開発に向けた研究成果を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

With the goal to establish new tissue regenerative therapy for extensive regeneration 
of destroyed periodontal tissues accompanying vertical or horizontal bone defects due 
to severe periodontitis, The aim of this study was to evaluate the kinetics of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells cultured in a FGF–collagen complex as a 
regenerative scaffold in vitro. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells showed good 
growth in the collagen gel culture. The effect of FGF in promoting cell growth is exhibited 
at the early stage of culture, and the ALP activity has already passed the peak when assayed 
at 14 days of culture at FGF concentrations of 10 ng/ml. The ALP activity showed in the 
presence of phosphophoryn in a dose-dependent manner at 14 days of culture. A marked 
difference in calcium content was not observed. The present study sheds light on the 
development of an optimal biomaterial that forms the basis of calcified hard tissue 
formation, suggesting the feasibility of applying the 3-D collagen gel cell culture system 
for the construction of a scaffold that controls the amount of regenerating tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、行われている歯周組織再生治療は、
再生歯槽骨・再生セメント質による歯周組織
の 三 次 元 的 再 生 を 可 能 に す る 足 場
(scaffold)の構築に脆弱性があるため、水平
性骨欠損を含む広範囲な歯周組織再生を目
指す、安全かつ信頼性の高い再生治療法の要
件を十分に満たしていないのが現状である。 
 本研究の基本的なコンセプトは、以下に示
す。 
（1）再生歯周組織の三次元的構築のための
恒常的足場(scaffold)として、石灰化誘導活
性を有するホスホホリンと生体親和性を示
すコラーゲンとの複合体を提供する。 
（2）歯周組織を構成する細胞の三次元配置
を行うための細胞増殖を統御する bFGF を応
用したホスホホリン/コラーゲン複合体型生
体素材を活用する。 
ⅲ）骨髄間葉系幹細胞培養系を利用する石灰
化誘導性複合体型生体素材を開発し、安全か
つ確実性の高い新しい組織再生医療を目指
す。 
 

２．研究の目的 

重度歯周炎によって垂直的・水平的骨欠損
を伴う破壊された歯周組織の広範囲な再生
を目指す歯周組織再生治療法を確立するた
めに、新機軸のコラーゲン三次元ゲル骨髄間
葉系幹細胞培養系に FGFおよびホスホホリン
を応用する硬組織誘導性生体素材を開発し、
本複合体における骨髄間葉系幹細胞の動態
を細胞生物学的解析から評価し、骨髄間葉系
幹細胞培養系を利用する新しい硬組織誘導
性複合体型生体素材の開発研究を行い、その
臨床応用への可能性を探求することである。 

本研究では、コラーゲンゲル 3次元細胞培
養におけるホスホホリンの影響について検
討を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）材料 
①被験物質 

basic FGF（以下 FGF； 科研製薬㈱，Lot.No. 
80HCC）原液（10 mg/mL）を蒸留水にて、100，
1000，10000 倍希釈して増殖培地に 0.1 v/v%
添加した(終濃度：100，10 および 1 ng/mL)。 

ホスホホリン（以下 PH）、を培地で希釈後
フィルター滅菌して使用した。（終濃度は、
100、10 および 1 μg/mL） 
②使用細胞 
マウス骨髄細胞培養キット（㈱プライマリー
セル：Lot.No.HF3B-1; BMC02））を用いた。 
③使用培地 

ⅰ)増殖培地：マウス骨髄細胞培養用メデ
ィウム（以下メディウム；㈱プライマリーセ
ル Lot.No. 080627）を用い、デキサメサゾン

を 10-7 M、βグリセロホスフェイトを 1 mM、
さらにメディウムに bFGF（科研製薬）を 10 
ng/mL 添加して増殖培地とした。 
ⅱ) 分化培地：増殖培地にメディウムにデ

キサメサゾン（Dexamethasone, minimum 98% 
HPLC：SIGMA）100 n M、β グリセロリン酸
（ β-GLYCEROPHOSPHATE Disodium Salt 
Hydrate：SIGMA）を 1 mM、アスコルビン酸を
172.7 μM（50 μg/mL）添加したものを分化
培地とした。 
④DNA の定量 
DNA 定量キット（㈱プライマリーセル：Lot 
No.HDP）を使用した。 
⑤カルシウム量の定量 
カルシウム E-テストワコー（和光純薬工業

㈱：437-58201）を使用した。 
⑥ALP 活性の測定 
ラボアッセイ ALP（和光純薬工業㈱：

291-58601）を使用した。 
⑦7培地添加成分 
ⅰ) L-アスコルビン酸リン酸エステルマグ

ネシウム塩 n 水和物（和光純薬工業㈱：Lot 
No.LTH7700） 
ⅱ ) Dexamethasone, minimum 98% HPLC

（SIGMA：Lot No.096K1805） 
ⅲ) β-GLYCEROPHOSPHATE Disodium Salt 

Hydrate（SIGMA：Lot No.85H5718） 
ⅳ) コラーゲン溶液（KOKEN CELLGEN 酸性

溶液 I-PC：Lot.No.118064） 
（２）三次元コラーゲンゲル細胞培養  
①細胞播種 
培養器（24 穴プレート）にあらかじめ 0.25 

mL のコラーゲンゲルを作成し、さらにマウス
骨髄細胞を細胞密度 1.0×105 cells/well を
含むコラーゲンゲル溶液 0.25 mL を重層して
2 層培養とした。1 時間程度 5 %CO2、37℃の
インキュベータ内でゲル化するまで静置し
てゲル化を確認した後、増殖培地を 37℃に温
めて 0.5 mL ずつ静かに添加した。 
②培養方法 
マウス初代骨髄細胞は 7日間増殖培地にて

予備培養を行った。予備培養後（播種後 7日
目）にホスホホリンを 0、1、10、100 ug/mL
に調製した分化培地に交換した。培地交換は
1 週間に 2 回の頻度で行い、培養上清を回収
しながら被験物質を規定濃度に調製した新
鮮な分化培地に交換した。 
培地交換日は、培養液を回収した後に新し

い培地を加え、0w、1w、2w（最終日）は PBS
（-）で 2 回洗浄し、細胞層を回収後、超音
波破砕を行って遠心分離（12,000 rpm、4℃、
5 分間）し、上清(0.5 mL）から ALP および
DNA を定量、沈殿に 0.2N HCl を 0.3 mL 加え
て Ca の定量を行った。 
③各項目定量 
回収した細胞を超音波破砕（30 秒間）し、



遠心分離（10,000 rpm，4℃，5分間）にかけ
上清を回収した。回収した上清は，ALP 活性
測定をキットの取扱説明書に従って行なっ
た。また，沈渣は 0.2N の HCl 300 µL を加え
ピペッティングし、Ca 濃度測定及び DNA の定
量を行なった。 
④形態観察 

実験期間中の形態観察は，被験物質添加日
(0W;培養 7 日)から 1 週目(1W;培養 14 日)お
よび 2週目（2ｗ；培養 21 日）に写真撮影を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）DNA 量 

ホスホホリン PH10μg以下の添加 1週およ
び 2週までの各濃度群において、コントロー
ル群と比較して大きな差を認めなかった。
PH100μg 添加群（培養 2 週）では、他群と比
較して約 2倍の有意な DNA 量の増加を認めた
(図 1)。 

 

図 1. DNA 量の比較 

（２）ALP 活性 
 培養 1 週、２週における ALP 活性は、ホス
ホホリン添加 10ng をピークに持つ濃度依存
性を認め、100ng 群では抑制された。またホ
スホホリン添加後の培養 2 週の ALP 活性は、
全濃度群で培養 1 週と比較して，ALP 活性は
低下した(図２)。 

 

図２. ALP 活性の各群間の比較 

（３）Ca 濃度 
 ホスホホリン添加培養 1 週後、各濃度の群
において Ca 量は、コントロール群より低い
値を示した。培養 2 週では、ホスホホリン添
加 1ng 群、10ng 群は、コントロール群同様に
高い値を示したが、100ng 群はコントロール

群と比較して，有意に低い値を示した（図３)。 

 

図３. Ca 量の各群間の比較 

（４）形態観察 
①ホスホホリン添加培養 1週 
 ホスホホリン添加培養 1週目において、各
濃度添加群は、コントロール群と比較して、
濃度依存的な白濁蛍光を認めた (図４)。 
②ホスホホリン添加培養 3週 
 培養２週において各ホスホホリン添加濃
度群とコントロール群には著明な差異は認
められず、いずれの条件下でも同様の白濁傾
向を認めた(図４)。 

図４.ホスホホリン添加培養 1週および 2週 

（５) 考察 
重度歯周炎によって垂直的・水平的骨欠損

を伴う、破壊された歯周組織の広範囲な再生
を目標とする、新しい歯周組織再生治療法を
確立するために、骨髄間葉系幹細胞培養系を
応用する新規硬組織誘導性複合体型生体素
材の開発研究を行った。 
FGF/ホスホホリン添加コラーゲン 3次元ゲ

ル細胞培養系において、骨髄間葉系幹細胞は
十分な増殖を示し、3 次元コラーゲンゲル培
養系は、石灰化硬組織再生量を制御すること
が可能な硬組織誘導型 scaffold であること
が示唆された。 
コラーゲン3次元ゲルにおけるFGF/ホスホ

ホリン添加培養群の DNA 量は、コントロール
群と差は認められず、骨髄間葉系幹細胞の増
殖を十分保持することが可能であった。特に
ホスホホリン 100ng 添加培養群の 2 週では
DNA 量の増加が認められ、細胞増殖が優位に
進んだことが示された。 
コラーゲン 3次元ゲル内の骨髄間葉系幹細

胞の ALP 活性は、ホスホホリン添加 10ng を



ピークに持つ濃度依存性を認め、100ng 群で
は抑制された。培養 2週の ALP 活性は、全濃
度群で培養 1 週と比較して，ALP 活性は低下
を示したことから、ホスホホリン添加 1週以
降は三次元培養ゲル内における石灰化傾向
が強くシフトする培養環境が確保されるも
のと考えられた。 

培養後の石灰化指標としてのウエル内に
おける Ca 量は、ホスホホリン添加培養 2 週
において、ホスホホリン添加 1ng 群、10ng 群
はコントロール群同様の高い値を示したが、
100ng 群はコントロール群と比較して有意に
低い値を示した。培養２週の時点で、ホスホ
ホリン添加 100ng 群の APL 活性および Ca 量
は他群と比較して有意に低い値であったが、
DNA 量は高い値を示し、培養 2 週においても
細胞増殖が活発に行われていることが示唆
された。現時点では、ホスホホリンの細胞増
殖に及ぼす影響について十分な情報が得ら
れておらず、今後は石灰化誘導性を担保する
リン酸基供給源としてのホスホホリンの役
割をさらに探索する予定である。 

本研究において、石灰化硬組織再生量の制
御を可能とする骨髄間葉系幹細胞コラーゲ
ンゲル 3 次元培養において、細胞増殖を助長
する線維芽細胞成長因子（FGF）、ならびに石
灰化誘導性を担保するリン酸基供給源とし
てのホスホホリンを応用することで、高度な
歯周組織破壊による広範囲な歯槽骨吸収を
伴う重度歯周病に対する組織再生治療へ展
開が展開が期待できる、新しい硬組織誘導性
複合体型の生体素材の開発に向けた成果を
得ることができた。 
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