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研究成果の概要（和文）：羊膜の有用性に注目し、歯根膜由来細胞（PDL細胞）の羊膜上での骨分化誘導培養を行った
。PDL細胞は、羊膜上にて増殖し、免疫染色像では細胞増殖マーカー、間葉系細胞マーカー、骨芽細胞マーカー、細胞
間接着装置、基底膜構成成分が発現し、1枚の細胞シートを形成した。実験動物への移植にて石灰化細胞基質の形成を
認めた。羊膜上培養PDL細胞シートは骨分化能を有しており、新たな骨再生医療への応用の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The bone differentiation of periodontal ligament cells (PDL cells) was induced on 
an amniotic membrane. PDL cells grown on the amniotic membrane formed a single cell sheet, with the 
expressions of cell proliferation, mesenchymal cell, and osteoblast markers, intercellular adhesion 
molecules, and basement membrane components detected by immunostaining. The sheet formed a calcified cell 
substrate when transplanted into a laboratory animal. The sheet cultured on the amniotic membrane had a 
bone differentiation potential, suggesting its applicability to novel bone regenerative medicine.

研究分野：歯科・外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はこれまでに羊膜の培養基質
としての有用性に着目し、研究を行ってきた。
これまでに各種口腔粘膜上皮欠損患者に対
しての臨床応用を行い、拒絶反応等の異常な
く良好な結果が得られている。これらの研究
結果より、羊膜は細胞培養の基質として適し、
また新たな再生医療的治療法として極めて
有用かつ有効であることが分かった。 
 本学医学倫理審査委員会の許可を得
（RBMR-R-21）、この羊膜上の細胞培養系を用
い、歯根膜由来細胞を羊膜上にて培養を行っ
たところ、歯根膜由来細胞は歯根膜としての
性質を保ち羊膜上にて増殖し、細胞間には強
固な細胞間接着装置が存在した羊膜上培養
歯根膜由来細胞シートの作製が可能であり、
また in vivo の環境下を想定したヌードマウ
ス腎皮膜下移植後においても歯根膜として
の性質を保持し、細胞増殖していた。 
 これらの研究成果より、羊膜は各種細胞培
養の基質として適し、また新たな再生医療的
治療法として極めて有用かつ有効であるこ
とがわかった。そして今回、この細胞培養系
を歯根膜由来細胞の骨分化誘導培養に応用
することを立案した。近年では、適当な基質
を用いて細胞シートを作製し、歯周組織の再
生をめざす報告が散見される。しかしながら、
歯周組織再生のための理想的な基質は、未だ
開発されていないのが現状である。そこで研
究代表者は、基質として生物学的材料として
様々な医療領域分野で注目されている羊膜
を用いることを着想した。 
 羊膜は、胎盤の最表層を覆う薄膜で、免疫
学的に胎児を母体から隔離する特異な機序
が存在する。また分娩後に胎盤よりほぼ無菌
的に採取され、胎盤は分娩後に通常廃棄され
る組織で、倫理的、技術的に入手が容易であ
る。これまでに生物学的材料として皮膚移植、
膣形成術、腹部手術の際の癒着・瘢痕防止、
皮膚熱傷後などの創部の被覆による治癒促
進、さらには眼表面の再建などの手術療法に
用いられている。この羊膜の特筆すべき特徴
として、各種細胞の培養基質として適し、抗
炎症作用・感染抑制作用を有し、他の組織に
はない特徴を備えていることである。 
 われわれが確立した羊膜上細胞培養系を
用いて歯根膜由来細胞の骨分化誘導培養を
行うことで、骨再生を目的とした新規培養シ
ート作製のための最適化、また羊膜独自の有
用性を併せ持つ新たな培養シートとしての
検討を加えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、われわれが確立した羊膜
上の細胞培養系を用いて、歯周組織の再生
（骨再生）をめざした新規培養シート作製を
行うことである。すなわち、羊膜上にて歯根
膜由来細胞の骨分化誘導培養を行い、作製し
た培養シートにおける組織学的検討ならび
に免疫組織学的検討を加えた。さらに、移植

後においても培養シートが新生骨を再生す
る能力を有しているかを確認するために実
験動物への移植を行い、培養シートの移植後
における組織動態について検討を加えた。 
 なお当該研究の実施は、本学医学倫理審査
委員会ならびに本学動物実験委員会の許可
を受けた。 
 
３．研究の方法 
 歯根膜由来細胞の骨分化誘導培養は、すで
に確立している羊膜上の細胞培養系を応用
し、骨再生を念頭に置いた羊膜上培養歯根膜
由来細胞シート作製のために最適な培養技
術の改良および調整を行った。そして作製し
た培養シートの組織学的、免疫組織学的な検
討を加え、さらに培養シートを実験動物への
移植を行い、in vivo における細胞動態につ
いての検討を加えた。 
 
(1)歯根膜由来細胞の羊膜上での骨分化誘導
培養による培養シートの作製 
①羊膜の採取および保存方法 
 当研究にて使用する羊膜については、当大
学附属病院産科の協力を得、帝王切開予定の
妊婦から羊膜を採取する。羊膜提供者は全身
的に合併症の無い帝王切開予定の妊婦で、3
ヶ月以内の血清検査で感染症（B 型・C 型肝
炎、梅毒、ヒト免疫不全ウイルス、クロイツ
フェルトヤコブ病、ウエストナイル熱など）
が陰性であるものを対象とした。具体的には、
当院産科分娩室にて帝王切開時に取り出さ
れた胎盤から無菌的に羊膜を採取し、抗菌剤
を含む洗浄液で洗浄した後、保存液中に浸し
た状態で-80℃の冷凍庫で保存した。なお、
安定した羊膜の供給が得られない場合は、特
定非営利活動法人・再生医療支援機構・近畿
羊膜バンク（京都）からの研究用羊膜の譲
渡・供給を受けた。 
②歯根膜の採取、および羊膜上での歯根膜由
来細胞の骨分化誘導培養 
 当大学附属病院歯科所属の歯科医師によ
り、抜歯術予定患者から歯根膜を採取した。
具体的には、智歯や歯科矯正治療の便宜抜歯
等により抜去された歯より歯根膜組織のみ
を採取した。抜去歯を抗菌剤添加 PBS(-)にて
洗浄後、歯根面の歯根膜組織を剥離･採取し、
初代培養を行った。培養液として感染症フリ
ーの 10%ウシ胎仔血清（FBS）および抗菌薬を
添加した標準的な細胞培養液を用いた。3～4
継代培養後、羊膜上にこれら歯根膜由来細胞
を播種・培養し、骨分化誘導培地を用いて約
4週間の培養を行った。 
 なお、歯根膜由来細胞の骨分化誘導培養に
は、感染症フリーの 10%FBS および抗菌薬を
添加した標準的な細胞培養液に、アスコルビ
ン酸、β-グリセロリン酸、デキサメタゾン
を添加したものを用いた。 
 
(2)羊膜上にて骨分化誘導培養した歯根膜由
来細胞シートの組織学的・免疫組織化学的検



討 
 作製した培養シートについて、以下の項目
にて検討を加えた。 
①組織学的検討：ヘマトキシリン-エオジン
染色を行い組織学的に検討した。 
②免疫組織化学的検討：細胞増殖能および細
胞間接着装置、培養細胞-基質（羊膜）間の
接着（基底膜）、ならびに骨芽細胞が産生す
るタンパクの局在について検討した。 
 
(3)羊膜上歯根膜由来細胞シートの実験動物
への移植 
 骨分化誘導培養を行った羊膜上培養歯根
膜由来細胞シートは、実験動物（BALB/c ヌー
ドマウス）背部皮下への移植を行い、8 週間
後に移植部位を採取し、生体内の環境下にお
ける細胞遊走増殖について組織学的、免疫組
織化学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
 骨分化誘導を行い作製した羊膜上歯根膜
由来細胞は、vimentin、Ki-67 陽性細胞の局
在を認め、細胞間には desmoplakin、ZO-1 が
発現していた。また、基底部には laminin5/10、
collagen IV/VII が発現しており、骨芽細胞
マーカーである osteocalcin, osteopontin
および bone sialoprotein も発現を認めた。 
 骨分化誘導培養を行い作製した羊膜上培
養歯根膜由来細胞は、羊膜上において歯根膜
としての性質を保持しつつ歯根膜由来細胞
が増殖していた。また、デスモソームやタイ
ト結合のマーカー、基底膜構成成分の発現を
認めたことより、細胞間接着装置が存在し、
基底膜構造を有する培養細胞シートである
ことが示された。そしてさらに骨芽細胞マー
カーの発現を認めたことより、新生骨形成能、
すなわち歯周組織再生を促進する細胞を有
していることが示された。 
 上記にて得られた培養シートを、羊膜ごと
実験動物（BALB/c ヌードマウス）背部皮下へ
の移植を行い、8週後に移植部位を採取した。
移植 8 週後、軟Ｘ線写真にて羊膜上培養 PDL
細胞シートの移植部に不透過像を認め、H-E
染色像で同部位に石灰化様組織を認めた。さ
らに、アリザリン・レッド S染色で石灰化物
形成を、また von Kossa 染色で石灰化用組織
を認めた。免疫染色像では、間葉系細胞マー
カーである vimentin、骨芽細胞マーカーであ
る bone Gla-protein (osteocalcin)の発現を
認め、生体内の環境下においてもその性質を
維持していることが示された。アリザリン･
レッド S 陽性、von Kossa 陽性の石灰化細胞
外基質の形成が認められたことより、羊膜上
培養PDL細胞シートは骨分化能を有した細胞
シートであることが示され、新たな骨再生医
療への応用の可能性が示された。 
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