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研究成果の概要（和文）：歯肉線維芽細胞は，非細胞間接触相互作用により，FGF－1および－18を傍分泌し，近傍の骨
芽細胞のFGF－1および－18の自己分泌を促進させ，骨芽細胞の細胞増殖活性および骨基質産生能を亢進させること，ま
た，同様の相互作用により骨膜細胞の機能発現を亢進させた．そのため、歯肉結合組織移植片直下において経年的な骨
増生が生じる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Gingival fibroblasts enhanced osteoblastic and periosteal proliferation and differ
entiation. The mechanism was involved in paracrine secretion of FGF-1 and -18 from GF and subsequent autoc
rine secresion of these growth factors from osteoblasts and periosteal cells.
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１．研究開始当初の背景 
インプラント治療において、審美性獲得の

ため、しばしばインプラント周囲上皮下結合
組織移植が行われる．近年，上皮下結合組織
移植部位直下の経年的歯槽骨増生の事例が
いくつか臨床報告されている．また、豊富な
上皮下結合組織の存在は歯槽骨増生術の予
知性を向上させると臨床的に考えられてい
る．しかし、その細胞生物学的機序は不明で
ある．その機序が解明されれば，インプラン
ト周囲組織増生術の発展にとって有益な情
報となる． 

  
２．研究の目的 
本研究の目的は，上皮下結合組織由来の線

維芽細胞が骨芽細胞および骨膜細胞の機能
発現に与える影響を細胞培養試験的に調べ、
上皮下結合組織が歯槽骨増生へ寄与する細
胞生物学的機序の一端を示すことである． 
 
３．研究の方法 
 ラット硬口蓋歯肉由来線維芽細胞、頭蓋由
来骨芽細胞および骨膜細胞を用いた培養研
究を行う．骨芽細胞(もしくは骨膜細胞)と線
維芽細胞の個別培養、混合培養、共培養をそ
れぞれ行い、一定期間培養後、細胞増殖能、
骨関連基質遺伝子発現、骨芽細胞表現型発現
の解析、FGF やその受容体をはじめとしたタ
ンパク質の網羅的にすることにより、歯肉線
維芽細胞は骨芽細胞もしくは骨膜細胞の機
能発現を亢進するかどうかの検証、またそれ
ら細胞間に生じる細胞間インタラクション
の分析を行い、上皮下結合組織が歯槽骨増生
へ寄与する細胞生物学的機序の一端を示す． 
 
４．研究成果 
(1)骨芽細胞様細胞(OB)を口腔粘膜細胞(MC)
もしくは骨膜細胞(PSc)で物理的接触させて
共培養(Direct co-culture)したもの、PSc と OB
を 物 理 的 接 触 無 し に 共 培 養 (Indirect 
co-culture)ものでは OB 単一培養に比べて、培
養 3 日目の OB のアルカリフォスファターゼ
(ALP)活性は低下した。一方、OB と MC の
Indirect co-culture では OB の ALP 活性は増加
した。 

図 1 ラット大腿骨由来骨芽細胞様細胞、口
腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一培養および口
腔粘膜細胞もしくは骨膜細胞と接触式もし
くは非接触式に共培養した骨芽細胞の培養 3

日後の ALP 染色結果 
 
(2) OB を MC もしくは PSc で Direct co-culture
したものでは OB 単一培養に比べて、培養 14
日目の細胞外基質石灰化度は低下した。一方、
OB を PSc で Indirect co-culture したものでは
変わらなかったが、MC で Indirect co-culture
したものでは、OB 単一培養に比べて、石灰
化基質面積は増加した。 

図 2 ラット大腿骨由来骨芽細胞様細胞、口
腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一培養および口
腔粘膜細胞もしくは骨膜細胞と接触式もし
くは非接触式に共培養した骨芽細胞の培養
14 日後の von Kossa 染色結果 
 
(3) 培養 7 日目において、MC は線維芽細胞
増殖因子(FGF)-1および-18の発現が高かった。
一方、OB では、それらの発現は低いが、そ
の受容体(FGFR)1-3 の発現は高かった。OB を
MC と Indirect co-culture したものでは、OB の
FGF-1 と-18 および Osteocalcin の発現が向上
し、かつ、FGF-2、Osterix、Runx2/Cbfa1 およ
び BMP-2 の発現は低下した。FGF-18 の発現
が高い PScと Indirect co-cultureしたOBでは、
FGF-1、 -2 と-18、Osterix、Runx2/Cbfa1、BMP-2
および Osteocalcin の発現は低下した。 

図 3 ラット大腿骨由来骨芽細胞様細胞、口
腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一培養および口
腔粘膜細胞もしくは骨膜細胞と非接触式に
共培養した骨芽細胞の培養 7 日後の RT-PCR
遺伝子発現解析結果 
 
(4) 培養 4 日目において、OB を MC もしくは
PSc で Indirect co-culture したものでは、OB 単
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一培養に比べて、OB の細胞増殖活性は増加
した。 

 
図 4 ラット大腿骨由来骨芽細胞様細胞、口
腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一培養および口
腔粘膜細胞もしくは骨膜細胞と非接触式に
共培養した骨芽細胞の培養 4 日後の BrdU 細
胞増殖活性解析結果 
 
(5) OB を MC もしくは PSc で Indirect 
co-culture したものでは、OB 単一培養に比べ
て、培養 2 日目では変わらなかったが、培養
4 日目では増加した。 

 
図 5 ラット大腿骨由来骨芽細胞様細胞、口
腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一培養および口
腔粘膜細胞もしくは骨膜細胞と非接触式に
共培養した骨芽細胞の培養 2および 4日後の
細胞数計測結果 
 
(6) PScをMCと direct co-cultureしたものでは、
PSc の培養 7 日目 ALP 活性および 21 日目の
石灰化基質面積は減少したが、 Indirect 
co-culture したものでは、単一培養に比べて、
PSc の培養 7 日目 ALP 活性および 21 日目の
石灰化基質面積は増加した。 
 

 

図 6 ラット口腔粘膜細胞と骨膜細胞の単一
培養および口腔粘膜細胞と非接触式に共培
養した骨膜細胞の培養 7日後の ALP染色およ
び 21 日後の von Kossa 石灰化基質染色結果 
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