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研究成果の概要（和文）：本研究の結果，歯髄細胞や歯小嚢細胞などの歯由来幹細胞における硬組織形成細胞への分化
誘導機構，特にWntシグナルの古典的および非古典的シグナル伝達経路間のフィードバックによる調節機構が明らかに
なり，両者を制御することによる増殖と分化の人為的制御の可能性が示された。さらに研究に用いた新規チタンメッシ
ュはこれらの細胞に対してもトポグラフィーによる増殖効果を発揮し，ビーグル犬を用いた動物実験の結果でも，細胞
を含むグラフトのみならずキャリア単独の場合でも十分な歯槽骨再生効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：This research project was aimed to develop the new strategy of alveolar bone 
regeneration by a combination of dental stem cells and guided bone regeneration technique using a newly 
developed titanium (Ti) mesh membrane. Our in vitro studies revealed the molecular mechanisms of 
proliferation and differentiation of dental stem cells regulated by Wnt signaling. Dental folllicule 
cells (DFC) are able to differentiate into cement blast and alveolar bone cells. Canonical and 
non-canonical Wnt signaling performed the complementary role on DFC, that canonical Wnt3a signaling 
induced the osteoblastogenesis of DFC and non-canonical Wnt5a signaling negative developed these 
processes.
Our newly developed Ti-mesh exhibited the proliferative effects on DFCs by a topographical effect. 
Furthermore, our animal studies indicated that a combination of graft and Ti-mesh induced the superior 
bone regeneration on standardized bone defect model made in beagle dogs.

研究分野：保存治療系歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
組織工学を応用した再生治療における３大要

素はいうまでもなく 細胞、シグナル分子（サ

イトカイン）、スキャフォールドである。歯

科、特に歯周治療においてはバリヤ・メンブ

レン法とEMDOGAIN を用いたバイオ・リジ

ェネレーション法が1990年代始めより実用

化されている。特に前者は歯の欠損した顎堤

の増大にも Guided bone regeneration 

(GBR)法として用いられているが、粘膜から

のテンションのかかるGBR では チタンメ

ッシュが スペースメイキングに応用されて

きた。この方法では、自家骨、凍結乾燥骨や

ハイドロキシアパタイト（HA）などの人工骨

誘導材料を併用して骨再生が目指される。チ

タンメッシュには細胞フィルター機能がなく、

人工骨材料は生体内骨置換が十分でない、自

家骨は採取量・高侵襲性などの種々の問題点

を持ち、 再生治療としてのGBR には発展を

これ以上期待できず、ブレイクスルーが求め

られる。 

われわれはこれまで機能性スキャフォールド

に関する研究を展開しており、従来品の1/20 

の厚さ（50μm）のチタン薄膜に孔径20μm 

貫通孔を高密度形成加工した新規チタン製バ

リヤフィルターを開発し、この構造が細胞増

殖誘導効果を発揮するという知見を得ている

（特許出願中）。またナノサイズのHA

（nano-HA）にも着目し、これがナノ粒子効

果により組織幹細胞を含むヒト歯根膜（PDL）

細胞からサイトカイン産生を誘導するという

基礎データを得た。 

 

図１ 本研究で目指すコンビネーション療法

による再生効果 

本研究は，これらの成果を応用して細胞ソー

スとして歯根膜と同じく 未分化な細胞を含

む歯髄や歯小嚢などの歯由来幹細胞を用いて、

細胞にインタラクティブな人工生体材料併用

による大規模歯槽骨造成法（図１）の確立を

試みようというものである。 
 
２．研究の目的 
研究背景で述べたように，歯科領域における

新規再生治療法として本研究では３つの新規

概念によるコンビネーション治療を提案する。

すなわち、⑴新規開発によるセルインタラク

ティブなバリヤフィルター、⑵nano 粒子効

果を期待した骨誘導性子キャフォールドの使

用、そして⑶幹細胞ソースとしての歯髄など

の歯由来幹細胞骨再生への応用である。これ

らの提案をトランスレーショナルリサーチへ

と発展させるために，具体的な研究目的は以

下の通りであった。すなわち本研究は、申請

者らの機能的スキャフォールドに関する研究

成果を基に着想したものであり、 細胞ソース

として歯根膜と同じく未分化な組織幹細胞を

含む歯髄幹細胞（DPSC）や歯小嚢細胞など

の歯由来幹細胞を用いて、細胞にインタラク

ティブな人工生体材料併用による大規模歯槽

骨造成法 を確立しようというものである。研

究期間内においては以下の目標を達成するこ

とを目指した。 

① DPSCあるいは他の歯由来幹細胞に対す

る新規チタン製バリヤフィルターの

biomimetics による作用の解析 

② nano-HA によるDPSC の増殖分化誘導

作用の解明 

③ ビーグル犬 規格骨欠損モデルを用いた

nano-HA+DPSC グラフトとバリヤフィ

ルター併用による歯槽骨再生効果の検討 

 

３．研究の方法 

（１）新規チタン製高密度メッシュがDPSC

などの歯由来幹細胞の増殖・分化に及ぼす作

用のin vitroでの検討 



DPSC を含むヒト歯髄細胞並びにヒト歯根

膜（PDL）細胞を、インフォームドコンセン

トの上抜去されたう蝕のない智歯等から摘出

した歯髄から分離培養し、継代培養したもの

を実験に供試する。また歯小嚢細胞について

は，矯正治療のため便宜抜歯された歯根未完

歯から同様に分離培養したものを用いる。そ

れ以外にマウス由来の不死化された細胞など

を供試して，チタン製メッシュ上で培養する

ことにより，同構造が細胞の増殖・分化に及

ぼす作用を明らかにする。 

（２）新規チタン製高密度メッシュの最適化

の検討 

メッシュ孔径やピッチ、厚さ及び精密加工法

を種々条件で変化させた高密度メッシュを試

作し、上記１）の実験系における細胞増殖応

答を指標として最適なものを決定した。 

（３）歯由来幹細胞の増殖・分化誘導機構の

in vitro での検討 

上記１）と同じ方法で得た細胞を用いる。培

養した細胞に所定濃度のnano-HA を添加・培

養し、BMP-2 などの硬組織形成細胞マーカ

ーの発現変化をreal-time PCR で定量的に検

討する。特にnano-HA 添加の影響とシグナル

伝達経路について明らかにした。また種々の

細胞を用いて，歯由来幹細胞から硬組織形成

に至る過程のシグナル伝達機構を解明した。 

（４）ビーグル犬骨欠損モデルを用いた大規

模骨欠損の再生過程の評価 

ビーグル犬に対して歯肉弁を形成して顎骨を

露出せしめ、第4小臼歯を抜歯した顎骨に

10x10x5mmのボックス窩洞を形成したのち

①キャリア（nano-HAあるいはβ-TCP）単独，

②キャリア＋細胞を充填した。製作したチタ

ンメンブレンあるいはコントロールとして既

製チタンメッシュ（Frios®, Dentsply）のい

ずれかにて充填部を歯肉組織と隔離するよう

被覆したうえチタンスクリューで固定、歯肉

弁を腹位縫合した。4ヶ月後に再度ビーグル犬

を屠殺し、手術部位の骨欠損の状態を肉眼的

観察するとともに，micro-CT によるエック

ス線学的評価と組織学的検索を実施した。 
 
４．研究成果 

（１）新規チタン製高密度メッシュのトポグ

ラフィー効果が歯由来幹細胞の増殖・分化に

及ぼす作用 

 歯根未完成歯より分離したヒト歯小嚢細

胞を用いて，新規チタンメッシュ上で培養し，

メッシュ孔径とピッチが細胞増殖に及ぼす

影響を検討した（図２）。 

 図２で示したように，新規チタンメッシュ

は歯由来幹細胞に対しても増殖誘導作用を

発揮し，しかもその作用はメッシュのピッチ

に依存することが明らかになった。 

 

（２）新規チタン製高密度メッシュの最適化

の検討 

 結果（１）で示したように，新規チタン製

メッシュのトポグラフィー効果はメッシュ

孔のピッチが小さいほど，すなわち単位面積

当たりの孔数が多いほど高いが，逆にバリヤ

としての機械的強度は低下した。従って，

GTRや GBRの用途，あるいは再生する骨欠

損の大きさにより至適な孔径とピッチがあ

るものと考えられたが，本研究では広範な骨

欠損の GBR での試験を予定しているため，

孔径 20μm，ピッチ 50μmのメッシュを動物

実験に用いることとした。 
 

（３）In vitroにおける歯由来幹細胞からの

硬組織形成細胞への分化誘導機構の検討 

①nano-HAによる BMP発現誘導効果 

 nano-HAを PDL細胞に添加培養すること

により，同細胞からの BMP-2 発現がどのよ



うに変化するかを調べた（図３）。 

 

この結果から，nano-HAが BMP-2発現を濃

度および培養時間依存的に強発現させるこ

とが明らかになった。さらにこれが nano-HA

の溶解による Ca2+あるいは PO42-イオンの放

出によるかを調べたところ，培養時間を延長

しても両イオンの放出は認められず，ナノ粒

子効果によることが示された。 

②歯由来幹細胞の分化誘導に影響を与える

シグナル分子の検討 

 Wnt は発生過程および発生後の生体の機

能維持を調節する分泌型糖タンパク群で、

β-catenin 依存性の古典的経路あるいは同非

依存性の非古典的経路を介して、細胞の増殖

や分化、アポトーシスを制御している。同シ

グナルの歯小嚢細胞のセメント芽細胞／骨

芽細胞系への分化に対する作用およびその

分子メカニズムについて調べた。 

歯小嚢細胞株をリコンビナント Wnt5a 

(rWnt5a) で刺激したところ、細胞の遊走能

が抑制されたが、増殖能およびセメント芽細

胞／骨芽細胞系への分化度には影響がみら

れなかった。古典的 Wnt リガンドである

Wnt3aは、歯小嚢細胞に作用してアルカリフ

ォスファターゼ  (alkaline phosphatase; 

ALP) の発現を誘導することが知られている

が、歯小嚢細胞株の Wnt5a 遺伝子の発現を

siRNA 法で抑制したところ、Wnt3a 誘導性

ALP 発現が遺伝子および酵素活性レベルで

増強されることが明らかとなった（図４）。

反対に rWnt5aを加えたところ、Wnt3a誘導

性 ALP発現は抑制された。 

  
 以上の結果から、歯小嚢細胞においては

古典的Wntシグナルによる初期分化誘導に

対して、Wnt5aが負の調節因子として機能す

ることが示唆された。さらにリコンビナント

Wnt3a刺激によりWnt5aの遺伝子発現が有

意に増加したことから、歯小嚢細胞の分化に

おいては、古典的および非古典的Wntシグ

ナル間でのフィードバック機構が存在する

ことが示唆された。 

（４）ビーグル犬を用いたグラフトとチタン

メッシュ併用による歯槽骨再生効果 

ビーグル犬の下顎両側小臼歯 P4 を抜歯後，

周囲歯槽骨にラウンドバーにて長さ 15mm，

高さ 10mm，深さ約５mmの窩洞形成を行

い，歯周病骨欠損モデルとした。 

骨欠損モデルにβ-TCPあるいはnano-HAをキ

ャリアとしたグラフトを充填した後，新規チ

タンメッシュで被覆して縫合した（図５）。

なお対照側は抜歯のみあるいは欠損部を

Frios bone shield を用いて被覆を行った群

とし，４ヶ月後に実験動物を屠殺して顎骨を

摘出した後，被験部位を 3D-CT による観察を

行った。 

 図６に示した通り，チタンメッシュで被覆

を行っ群では，抜歯のみと比べ明らかに歯槽

骨が再生されていた。 



 
さらにキャリアのみと細胞を含むグラフト

を移植し，新規チタンメッシュで被覆した群

の比較を行ったところ，図７に示した通りキ

ャリアのみグラフトを移植した群ではキャ

リアのみの場合と比べ，明確な骨化の進行と

大きな骨再生が得られた。 

 

さらに従来型チタンメンブレン（Fios bone 

shield；対照群）との間で同様の比較を行

ったところ，実験群（新規チタンメッシュ）

ではチタン膜により増生スペースが維持さ

れ、内部は殆ど骨に置換していたのに対し、

対照群では膜の変形によってスペースが押

しつぶされ増生量が減少していた。 

（５）研究の総括 

 本研究の結果，歯髄細胞や歯小嚢細胞など

の歯由来幹細胞における硬組織形成細胞へ

の分化誘導機構，特に Wnt シグナルの古典

的および非古典的シグナル伝達経路間のフ

ィードバックによる調節機構が明らかにな

り，両者を制御することによる増殖と分化の

人為的制御の可能性が示された。さらに研究

に用いた新規チタンメッシュはこれらの細

胞に対してもトポグラフィーによる増殖効

果を発揮し，キャリアのみでも十分な再生効

果を示したのみならず，従来型チタンメッシ

ュとの決定的な違いとして、スペースへの

軟組織進入は全く見られず、従来の顎骨再

生法(GBR)における懸案であった埋め込み

材料との組織癒着が生じなかった。この新

材料によってスペースメイキングによる顎

骨再生は、その量（再生量の増加）と質（組

織癒着の抑止）おいて大きく進歩するもの

と期待される。 
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