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研究成果の概要（和文）：骨膜片組織培養における幹細胞様未分化細胞の増幅については、幹細胞様培地を用いること
で細胞増殖とECMの蓄積亢進による多層化・肥厚化が促進された。このなかで、CD146陽性の周皮細胞様細胞の占める比
率が上昇することを明らかにした。これらの細胞は、in vitroでは骨芽細胞への分化誘導に対する応答性が低いが、ヌ
ードマウスに移植すると異所性に骨様組織を形成した。骨膜シートの血管新生に及ぼす影響については、動物移植なら
びに鶏卵漿尿膜の実験系で検証した。後者実験系では、骨膜シートによる血管誘導・新生が顕著であることが確認され
た。さらに、ヒト血管内皮細胞との複合化を試みたが、協調作用は確認されていない。

研究成果の概要（英文）：For the preparation of more potent periosteal sheets, we examined the 
applicability of stem-cell culture medium. Periosteal sheets expanded with stem-cell culture medium, and 
formed thicker multilayers of cells. During this process, the surface marker CD146 was substantially 
upregulated. A representative osteoblastic marker, alkaline phosphatase was not upregulated by osteogenic 
induction. However, these expanded periosteal sheets exhibited substantially stronger osteogenic 
differentiation when implanted in nude mice. With respect of the effect of these expanded periosteal 
sheets on angiogenesis, we examined by using the experimental design such as implantation to mice or 
chorioallantoic membrane model (CAM) assay. In the latter experiment, angiogenesis and neovascularization 
was significantly increased. Moreover, the complex of the expanded periosteal sheets with human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs) has not been revealed a cooperative response.

研究分野：歯周病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) われわれが自家培養骨膜シートによる
歯周再生治療をはじめてから 5年経とうとし
ている。歯槽骨および歯周組織の再生と回復
は著しく、また有害事象がまったくないとい
う点で優れた治療法である。しかし、並行し
て実施している動物実験では、自発的アルカ
リホスファターゼ(ALP)活性の発現や骨形成
能に無視できない個体差があること、培養条
件によって移植骨膜シートによる血管誘導
や破骨細胞誘導に大きな差があることを、ど
のように臨床にフィードバックし、骨膜シー
トを高品質化すべきかが課題となっている。 
(2) 自家培養骨膜シートの Evidence-based 
medicine (EBM)確立のための基礎研究の結果、
得られた主要な所見を列挙する。骨膜シート
とは、歯槽骨から採取した 1-2 mm四方の小片
から explant culture によって形成した細胞シ
ートである。分散細胞によって作成した「細
胞シート」との最大の相違点は、細胞が重層
化し、細胞間には比較的豊富な細胞外基質が
あり、結果的に相当の機械的強度をもってい
ることである。 
(3) 個別の所見では、① basic FGFなどの増
殖因子の添加によるシートの肥厚化とALP活
性の低下。② 骨芽細胞への分化誘導による in 
vitroでのALP活性亢進と移植部位での血管誘
導(波及効果としての破骨細胞の誘導)の促進。
③骨膜シートに含まれる細胞の分析: CD44、
CD90、CD73、CD105、CD166 が中程度陽性
から強陽性、CD34、CD106、CD146、STRO-1
は少数ではあるが確実に存在。④ CD11b、
CD19、CD45、HLA-DR は陰性。プラスチッ
クへの接着と脂肪細胞への分化誘導も確認し
ていることから、幹細胞の最低限の要件は満
たしている。⑤ DNA microarrayの解析から、
骨膜シートには内皮細胞のマーカーである
von Willebrand factor (vWF) や PECAM (CD31)
などの発現が確認。⑥ 血管内細胞用培地での
培養が、内皮細胞への分化や増殖を促進する
ことはなかった。 
(4) すなわち、これらの所見は、骨膜はヘテ
ロな細胞集団ではあるが、幹細胞あるいは未
分化間葉系細胞といえる細胞が多く含まれ
ていることを示唆している。骨芽細胞への分
化誘導によってほとんどすべての細胞が
ALP活性を発現するようになるのは、未分化
間葉系細胞(あるいは幹細胞)からの分化と
理解すべきであり、骨芽細胞前駆細胞からの
分化の可能性はほとんどない。少なくとも培
養で使用している骨膜片は、骨芽細胞および
その前駆細胞から構成される膜状組織では
ない。分化誘導した骨膜シートが移植部位で
血管を誘導するのは、現時点では、骨膜シー
トが産生するVEGFなどの増殖因子よるもの
であると考えるべきなのだろう。血管内皮細
胞や周皮細胞の性状を示す細胞は培養する
にしたがって消失するので、この in vivoの現
象に関与している可能性は極めて低いもの
と認識している。 

２．研究の目的 
(1) 本研究では、このような血管新生にかか 
わる細胞は未分化間葉系細胞に系変換する
との仮説をたてて、骨芽細胞前駆細胞の集団
としての骨膜シートを血管新生能のある(す
なわち、血管構成細胞の前駆細胞を供給でき
る)歯根膜細胞の特定の免疫学的同一集団を
組み合わせることによって、相補的な細胞集
団の構築を図り、結果的に移植部位で定着と
機能発現の亢進を目論んでいる。 
(2) 歯根膜細胞集団中に含まれる血管内皮前 
駆細胞の添加が、骨形成活性を発現した骨膜
シートの in vivoでの血管新生・誘導活性をさ
らに亢進し、破骨細胞の誘導と相関性をもち
つつ、骨形成活性を亢進し成熟した広義の
「培養人工骨」として骨再生治療の目的に沿
った機能を発揮する可能性を明らかにする。
これは、将来的な大規模骨欠損の再建治療に
おいて、基盤となるべき技術でもある。 

 
３．研究の方法 
研究は、in vitroで共培養の条件検討をすすめ、
要件をクリアしたものから動物実験に供し、
in vivoの動物移植実験において石灰化と血管
誘導の両立を評価する。主要検討課題を具体
的に列挙すると、以下のようになる。 
(1) 骨膜シートと歯根膜細胞分画の共培養
条件の最適化： ここでは、(a) 培地やサプ
リメントの選択、および使用タイミングの検
討、(b) 幹細胞的性質の発現・維持に必要と
いわれる低酸素培養の可能性検討、(c) 共培
養開始のタイミングと最適なブレンド比の
検討などが骨子となる。 
(2) 骨膜シートおよび歯根膜細胞分画の増
殖を犠牲にしない分化誘導法の最適化： 
骨芽細胞への分化誘導試薬の濃度や処理時
間の最適な条件を見つける。 
(3) 動物移植実験での石灰化と血管誘導活
性の検証 
これらの検討課題に対して、次のような研究
計画を立案した。 
① 骨膜の採取：骨膜片は、患者さんから同
意を得て、倫理委員会で承認された方法で採
取する。 
②幹細胞・前駆細胞の基本的性質維持に適し
た培地やサプリメントの選択: 現在、幹細胞
用培地がより未分化な細胞の保存と自己複
製において有益であるかについて検討中で
ある。本研究では、市販の培地を中心に各種
培地に増殖因子などのサプリメントを添加
した状態で骨膜シートを培養し、骨膜シート
の増殖活性や歯根膜細胞分画との相性につ
いて見極める。 
③酸素分圧の最適化: 幹細胞(stem cells)と前
駆細胞ともいえる未分化間葉系細胞(stromal 
cells)を酸素要求性という点で同一視できる
ものかどうか、われわれの実験系で明らかに
する。培地やサプリメントの選択と相乗して、
骨膜シート中の幹細胞様細胞あるいは未分
化細胞の保存の増幅に効果が期待できる可



能性がある。 
④ 骨芽細胞への分化誘導法の最適化: 分化
誘導処理の期間を短縮化する、あるいは濃度
を低く抑えるなど、誘導条件（最適な濃度の
dexamethasone (Dex), -glycerophosphate 
(-GP), ascorbate (AA)の組み合わせで効率的
にALP活性の発現を誘導する）を見直すこと
によって、細胞増殖の抑制を半減させ、歯根
膜細胞分画との共培養に支障がないように
条件を整える。 
⑤ 歯根膜細胞集団の分画化とその検証: 分
散した骨膜細胞を増幅培養する。フローサイ
トメーター(FCM)を用いてCD抗原の発現解
析を行ない、ここからMACSシステムにより、
CD31, CD51/61, CD146, vWFなどが陽性の細
胞を分取する。さらに増幅培養し、少なくと
も数代の継代中に顕著な低下がないことを
確認する。培養にはMedium199などの汎用培
地、あるいは血管内皮細胞培地や幹細胞用培
地を試用し、血管新生のための「材料」を効
率的に増幅するという観点において、有効な
培養法を確立する。 
⑥ 共培養条件の最適化: 骨膜シートにどの
歯根膜細胞分画をいつ添加するか、どれくら
いの期間共培養するかという条件を最適化
する。対象としてHUVECを用いる。評価は、
位相差顕微鏡での観察と、組織標本による免
疫染色などの結果により行なう。 
⑦ 動物移植実験による複合化した生物材料
の性能評価:石灰化の体積については、CTお
よびin vivo NIR (near-infrared) imaging技術に
よって、非侵襲的・非破壊的に移植した複合
体の骨形成活性を可視化・定量化する。血管
誘導には、パラフィンおよび凍結切片による
HE染色、von Kossa染色、ALP活性染色などと
ともに、血管やヒトミトコンドリアに対する
免疫染色を実施する。また、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
討し、基材の性能評価とする。 
 
４．研究成果 
(1) 骨膜片組織培養における幹細胞様未分
化細胞の増幅については、幹細胞様培地を用
いることで、細胞増殖と細胞外基質の蓄積亢
進による多層化・肥厚化が顕著に促進された。
軟骨細胞マーカーは有意に発現しなかった。
張力は肥厚化と比例して上昇し、
α-SMA(smooth muscle actin fibers)の形成は見
られた。表面抗原ではCD146は陽性であった
が、CD73、CD105は陰性であった。CD146
陽性細胞は、in vitroでは骨芽細胞への分化誘
導に対する応答性が低いが、ヌードマウスに
移植すると異所性に骨様組織を形成した。
CD146陽性細胞は骨髄では骨原性細胞のマ
ーカーとすることが提唱されていることか
ら、幹細胞様培地で骨膜片を培養することで、
骨への分化誘導へコミットしたより性能の
高いシートを作製することができた。 
(2)肥厚化した骨膜シートは未分化細胞の維

持に寄与するという仮説のもとに原子間力
顕微鏡(atomic force microscopy: AFM)で生物
機械的強度を測定し、細胞外基質の発現を免
疫細胞化学的染色および cDNAマイクロアレ
イによって検索した。対照としての Saos2細
胞と比較して骨膜シートはより細胞骨格線
維が発達していた。細胞シートの強靭性は細
胞外基質と細胞骨格線維との結合に依存し
ていることが明らかとなった。また骨原性分
化の理想的強靭性は 25-40KPaといわれるが、
骨膜シートがこれより低いことは、比較的細
胞が未分化状態で維持されていることを示
す。 
(3) 骨膜シートは分散細胞より効果的に機
能するが、この要因を探るために細胞接着機
構に着目し、3 次元細胞シート培養、2 次元
分散培養、コラーゲンスポンジ上に分散細胞
を播種したモックアップ培養にて検討した。
細胞接着分子と細胞外基質分子は mRNA と
タンパクレベルでそれぞれリアルタイム
PCR とフローサイトメトリーで検索された。
PCR 分析では、培養方法の如何に拘わらず、
α１インテグリン、血管細胞接着分子-1、フ
ィブロネクチン、コラーゲンⅠ型の発現が上
昇した。一方、CD44 は骨膜シートで分散細胞
に比較して有意に発現が低下した。骨膜シー
トの肥厚が増加するにつれ、幹細胞培地にお
いて骨膜シートでは、いくつかのインテグリ
ン（β1、α1、α4）、CD146、血管細胞接着分子
-1、フィブロネクチン、コラーゲンⅠ型の発
現が上昇した。フローサイトメトリー分析で
は、β1インテグリンの機能的構造は幹細胞培
地―骨膜増幅培地で低下した。モックアップ
培養でみられた細胞接着パタンは、本来の骨
膜シートのそれと一致した。α1、β1インテグ
リンと CD44は高度に多層化した骨膜シート
と分散細胞において主要な細胞接着分子と
して機能する。この差は肥厚した骨膜シート
によって示される、より機能向上した骨原性
活性を説明する。 
(4) 凍結乾燥した Platelet-rich plasma (PRP)を
塗布した改良された生分解性材料コラーゲ
ンスポンジは結合組織創傷治癒に適応かど
うか検討した。先行研究で凍結乾燥した PRP
を塗布したポリグラクチンは創傷治癒保護
材として有効であることを示した。しかし、
欠点としてポリグラクチンの吸収過程によ
る炎症反応が引き起こされた。 
ヌードマウス皮下に PRP 塗布されたコラー
ゲンスポンジを移植すると、炎症反応を引き
起こすことなく急速に血管増生と周囲の結
合組織の浸潤を認めた。さらに骨膜線維芽細
胞の供給は血管増生を促進した。in vitroの実
験で PRP を塗布したスポンジは高いレベル
で様々な主要増殖因子を供給し、プラスティ
ックディッシュ上で培養されている細胞の
増殖を刺激した。しかし、PRP塗布したスポ
ンジの中に播種された細胞の増殖は刺激し
なかった。細胞はフィブリン網に埋め込まれ、
形態を伸展させることなくその紡錘形を維



持していた。 
分子間力顕微鏡観察では PRP 塗布したスポ
ンジ上に形成されたフィブリンゲルはスポ
ンジ底部に形成された架橋構造のコラーゲ
ンよりも大きく柔軟であった。不溶性物質が
近年、細胞挙動の重要な調節因子であるとい
う考えがあるが、可溶性増殖因子がそうであ
るように、この柔軟なフィブリン網は細胞の
生存を抑制するかもしれない。全体として
我々の研究が示すことができたことは、PRP
塗布したコラーゲンスポンジは創傷治癒お
よび組織再生能力を改善させることに成功
したということである。臨床現場で PRP塗布
コラーゲンスポンジは、詩集治療、火傷治療、
美容形成外科のような結合組織再生治療に
有効な材料となるであろう。 
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