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研究成果の概要（和文）：ラットを用いて歯槽骨欠損モデルを確立し、このモデルを用いて、我々が確立した転写移植
法および新たな細胞培養液移植法による効果を検討した。その結果、歯根膜由来間葉系幹細胞を脱細胞化羊膜に転写し
た群では、迅速でしかもセメント質など従来の歯周組織と同様な歯周組織の再生が認められた。さらに、他家移植を可
能にするため、この歯根膜由来間葉系幹細胞の培養液をコラーゲンスポンジに浸して、上記のモデルに適用したところ
、同様な歯周組織再生が認められた。この培養液には、エキソソームが含まれており、in vitro実験系では、このエキ
ソソームが分化細胞の間葉系幹細胞化が認められたことより、再生の新たな機序が提示された。

研究成果の概要（英文）：After we established the rat alveolar bone defect model, we have examined the 
effect of both our developed transfer-grafting method and conditioned medium injection method using this 
animal model. As a result, periodontal ligament-derived mesenchymal stem cells transferring to the 
decellularized amniotic membrane cause to rapid tissue regeneration. Furthermore, to allow for 
allotransplantation, when a collagen sponge including the contained cultured medium of the periodontal 
ligament-derived mesenchymal stem cells　was applied to the same model, similar periodontal tissue 
regeneration was observed. We determined the presence of VEGF and exosomes in the cultured medium. In 
vitro experiment, we observed that the exosomes can differentiate the fibroblasts to the mesenchymal stem 
cells. The observation present new mechanism that mesenchymal stem cells can repair the defected tissues.
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１．研究開始当初の背景 

21 世紀型先端医療は再生医療と遺伝子を

基盤とした個別化医療と考えられている。そ

の中でも再生医療は自己の細胞を用いるこ

とにより副作用が少ない医療として注目を

浴びている。専門機関の調査によると、再生

医療技術で対象となる患者数は約 165 万人

で、そのうち最も多い対象疾患は歯周病で

110 万人を超える（2008 年ヒューマンサイ

エンス振興財団報告）。しかしながら、文部

科学省資料ライフサイエンス 2008-2009 で

は、細胞を用いた再生医療のスキームには、

歯周病は疾患名も拠点名も記載されていな

い。申請者は,これまで印刷技術を利用した組

織再生技術を開発し、血管再建、骨再生実験

において良好な結果を得ている。血管再建方

法は組織特異的な細胞を単離、培養したのち、

前もって疎水･親水性を利用してパターン化

した基板上に播種し、その後、脱細胞化した

ヒト羊膜上に転写し血管網を構築し、この血

管付き羊膜を体内に移植し、迅速な組織再生

を図る。骨再生はパターン化した基板を用い

ず、光リソグラフィー法により全面を処理し

た基板を用い、この基板上に骨芽細胞を培養

し、羊膜に転写し、骨欠損部に移植すること

により、迅速な骨再生を可能とした。 

本研究の成果が臨床応用されることにより、

歯周疾患だけでなく、超高齢化社会である日

本において大きな問題である褥瘡の治療に

も応用可能であることより、本再生医療の有

効性が明らかになれば、口腔領域における細

胞を用いた再生医療が、他の組織の再生医療

スキーム同様、社会的に認知されるようにな

る。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、口腔疾患の中で重要な

疾患であり、再生医療の対象である歯周病に

着目し、歯周組織欠損動物を用いて、開発し

た印刷技術を用いた再生医療法の効果を検

証する。特に、臨床応用への対応のため、自

己幹細胞の採取、幹細胞としての性質を維持

した培養法、無細胞化した羊膜（低抗原性）

への転写、移植による細胞の組織局所への保

持、ナノゲルを用いた増殖因子の組織局所で

の徐放、さらには良好な血行再建により迅速

で完全な組織再生を行うことを目的として

いる。 

さらに、将来の再生医療においては、無細

胞再生医療法の確立も必要なことより、細胞

の培養液からエキソソームを分離し、その作

用を細胞移植と比較することも併せて目的

とした。 

 

３．研究の方法 

１）歯周組織欠損モデルの作成と再生効果

の評価法の確立:  

免疫不全ラットの下顎第一臼歯近心口蓋

側に外科的欠損を作製した。具体的には、ラ

ット下顎右側、下顎下縁に切開を入れ、咬筋

を露出させ近心、遠心側を結紮し、咬筋浅層、

深層を切開し下顎骨体を露出させた。歯科用

ラウンドバーを用いて第一臼歯近心根から

第二臼歯近心根に到る歯周組織欠損を作製

する。移植材料を設置後、咬筋を縫合、皮膚

縫合し、経過を観察した。このように作製し

たモデルから骨の再生を定量的に検討する

ため、歯根表面量を測定した。 

２）ヒト歯根膜由来間葉系幹細胞の培養法

および幹細胞性の検討： 

東京医科歯科大学歯学部附属病院を受診

した患者より同意を得た後、抜去歯より歯根

膜組織を採取する(東京医科歯科大学倫理審

査委員会承認済）。歯根膜組織を細切後、

Collagenase /Dispase 中にて 37℃、1 時間イ

ンキュベートしたのち、遠心分離し上清を除

去後、培養液(MSCGM, Lonza)を加えセルスト

レーナー(70mm pore size)を用いて細胞塊を

除く。Single cell suspension を 10cm ディッシ

ュに撒き歯根膜幹細胞を培養した。 この細



胞を通常のディッシュ上、セルシード

（UpCell），光リソグラフィー基板上で培養し、

その幹細胞性に関し、山中因子など幹細胞性

維持遺伝子を real-time PCR 法で、また膜表面

抗原を FACS で検討する。具体的には、遺伝

子としては Sox2、Oct3/4, Nanog などを、間葉

系幹細胞マーカーとしては CD90, CD44, 

CD73, CD105,STRO-1, ぺリサイトマーカー

としては CD146,血管内皮細胞マーカーとし

ては CD31, 白血球系細胞マーカーとしては

CD45 の発現を FACS を用いて解析する。さ

らに、間葉系幹細胞の多分化能は骨芽細胞分

化、脂肪細胞分化、軟骨細胞分化を各々分化

用培養液で培養して染色により確認した

（Von Kossa 染色、Oil red O 染色、Alcian Blue 

染色）。 

３）歯周組織欠損モデルにおける歯根膜由来

間葉系幹細胞転写羊膜移植, condition medium

の再生効果の評価： 

歯周組織欠損モデルに間葉系幹細胞を転

写した羊膜を移植し、その効果を前述した方

法で定量化した。本研究においては、移植し

た間葉系幹細胞の効果を調べるとともに、増

殖因子を含有した徐放性ナノゲル、血管移植

の必要性を調べた。最も効果が得られた群に

おいて、詳細な検討、すなわち、経時的な骨

再生、歯根膜組織再生、血流などを調べると

ともに、間葉系幹細胞の移植部位での分化状

態、細胞の存在などの確認のため、間葉系幹

細胞にあらかじめレンチ－GFP でラベルを

する方法、FISH でヒトＹ染色体を同定する方

法などで再生効果の機序を明らかにした。 

また上記の方法で、歯根膜由来間葉系幹細

胞の conditioned medium の影響を調べた。 

 

４．研究成果 

我々が確立した歯周組織欠損ラットに間葉

系幹細胞を転写した羊膜を移植し、その効果

を定量化した。間葉系幹細胞は、歯根膜から

採取したが、CD44, CD73, CD90, CD166 陽性、

CD31, CD34, CD45 陰性であり、間葉系幹細胞

と同定した。その結果、移植した細胞は再生

組織には認められないものの、組織の再生は

促進していた。 

 

また、その組織像を調べたところ、従来の歯

周組織再生実験では確認できなかったセメ

ント質の存在が確認され、本来の組織への再

生が行われていることが観察された。 

 

 

次に、他家移植の可能性を探るため、間葉系

幹細胞の condition medium の効果を調べた。

その結果、condition medium においても同

様な再生効果が認められた。 

そこで、その condition medium の性質を調

べたところ、血管新生因子である VEGF が含

まれており、再生の一端を担っていることが

明らかとなった。さらに、condition medium



からエキソソーム（大きさ約 100nm）を単離

して、その効果を調べたところ、このエキソ

ソームには分化した細胞を未分化細胞に脱

分化させる能力があり、この未分化細胞は骨

芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞に再分化するこ

とが明らかとなった。 

 

 

以上の結果より、歯根膜由来間葉系幹細胞が

歯周組織の再生を促すこと、その作用機序と

しては、自分自身が再生組織構成細胞に分化

するのではなく、VEGF のような液性因子と

エキソソームにより組織周囲の細胞の変化

をもたらすことにより再生を促すことが明

らかとなった。このことにより、新たな再生

医療方法として他家移植が可能となった。 
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