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研究成果の概要（和文）：本研究は、高効率で確実な骨再生を実現するために、造血、間葉の両幹細胞の相互作
用を活用し、骨形成の促進、維持を可能にする方法を確立し、歯科矯正治療への応用を目指すことを目的とし
て、まず初めに添加的骨形成を促進するFGF2徐放化PLGA製剤の作製をおこない、次に経時的な骨形態変化および
造血-間葉シグナル解析をもとに、骨髄への幹細胞動員を促進するSCFの添加量を決定した。最後にSCF含有
FGF2/PLGA製剤のラット抜歯窩への移植試験により、形成された再生骨は移植後長期にわたる骨髄組織、幹細胞
数の維持が確認されたことから、歯科矯正治療への応用のため、ラットを用いた治療モデルでの検討をおこなっ
ている。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a method to promote bone formation
 and maintenance of bone marrow, utilizing the interaction of hematopoietic and mesenchymal stem 
cells in order to realize highly efficient and reliable bone regeneration. Eventually, we aim for 
application to orthodontic treatment. First of all, FGF-2 sustained-release PLGA product that 
promotes additive bone formation was prepared. Then, based on bone morphological change over time 
and hematopoietic-mesenchymal signal analysis, the amount of SCF to promote stem cell recruitment to
 bone marrow was determined. Finally, the SCF-included FGF2 / PLGA product was transplanted into the
 rat extraction tooth cavity. As a result, regenerative bone was confirmed that bone marrow and stem
 cell number is maintained for a long term after the transplantation. For application to orthodontic
 treatment, we are trying the treatment model using rats.

研究分野：歯科矯正
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１．研究開始当初の背景 
歯槽骨は歯やインプラントを支持すること
により、日常生活に不可欠な摂食、咬合、構
音に重要な役割を果たす。また、歯科矯正治
療において歯槽骨は歯の移動を実現する重
要な経路であり、移動した歯の保定に必須な
基盤となる。そのため、歯槽骨の減少あるい
は欠損は、歯科矯正治療の実施そのものを困
難にする重大な事態であり、これを克服する
ことは歯科矯正治療における重要課題のひ
とつである。従来、歯槽骨の減少・欠損に対
する治療としては自家骨移植やGBR法などの
骨造成技術が用いられてきたが、口腔以外の
部位に骨採取のための傷ができることや、術
後吸収や十分な量と強度を有する骨が再生
できない、などといった理由から、満足のい
く結果は得られていない[Kfir 2007 J Oral 
Implantol]。日常臨床に於いては、口唇口蓋
裂患者における顎裂部骨欠損や、歯周病によ
る歯槽骨吸収、菲薄なシンフィジス等、歯科
矯正治療における歯の移動の実現にあたり、
骨量が十分でない場合がある。骨移植後に二
次的に骨吸収が生じて、さらなる骨造成が必
要になることもある。このような場合に使用
できる低侵襲かつ確実な歯槽骨増量法の開
発が臨床上求められており、この中でも新た
な骨再生技術が期待されている。現在、PDGF
や FGF-2 といった成長因子は、骨芽細胞やそ

の前駆細胞である間葉系幹細胞の増殖を促
進し、骨表面に投与することにより添加的骨
形成を促進することが知られている。しかし、
新たに形成された骨は通常、幼弱な線維性骨
であり、その内側に存在する骨髄は、初期に
は赤色髄を示すが、後に急速に黄色化し、そ
れに伴いて新たに形成された骨も消退する
[Liu 2003 J Bone Miner Metab]。これは、
添加的に形成される骨に急速に動員される
間葉系幹細胞の不足と、それと同時に、間葉
系幹細胞の自己複製を支える造血幹細胞の
不足が相俟って生じる現象であると申請者
は考える(図 1)。高効率で確実な骨再生を目
指すには、十分量の骨再生とともに骨髄の再
生が重要な鍵になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
近年、造血幹細胞の自己複製には骨芽細胞
（間葉系幹細胞）の支持が不可欠であるとい
う報告がなされているが [Ferrer 2010 
Nature]、申請者らは細胞の相互作用の原則
から、間葉系幹細胞の自己複製も造血幹細胞
の支持が不可欠であると考える（図 2）。その
ため、歯槽骨において増量した骨が消退せず
に、量と質を維持するためには、間葉系幹細

胞の増殖刺激のみならず、造血幹細胞の増殖
刺激も不可欠であると考えている。 
そのため、ES/iPS 細胞や間葉系幹細胞などの
増殖培養液に広く含まれ、間葉系幹細胞の増
殖因子として医療導入の実績もある線維芽
細胞増殖因子(FGF-2)で添加的骨形成を促進
するとともに、造血幹細胞の増殖を強力に促
進する幹細胞因子(SCF)をもちいて持続的に
造血幹細胞を動員することで、長期に骨量・
骨質が維持できる骨増量技術を開発し、歯科
矯正治療における歯の移動に充分耐えうる
ものであることを確認することが本研究の
目的である。 
３．研究の方法 
本テーマにおける研究は以下の順をおって
研究期間内（平成 26－28 年、3年間）におこ
なう。①添加的骨形成における造血・間葉系
幹細胞数と CXCL12-CXCR4 シグナル変化の解
析、②CXCL12-CXCR4 シグナルの減少を代償す
る SCF 徐放化の設定、③SCF 含有 FGF-2 徐放
化製剤による添加的骨形成の評価、④ラット
抜歯窩モデルに対する SCF含有 FGF-2 徐放化
製剤の効果判定、⑤SCF 含有 FGF-2 徐放化製
剤を移植したラット抜歯窩に対する歯の矯
正移動。 
 
①添加的骨形成における造血・間葉系幹細胞
数と CXCL12-CXCR4 シグナル変化の解析 
FGF-2 の徐放担体として乳酸グルコール酸共
重合体(PLGA)を用いる。異なる濃度の乳酸・
グルコール酸共重合体(PLGA)で FGF-2 (濃度
1, 10, 100 μg/mL)をマイクロカプセル化し、
6種類のFGF-2徐放化製剤を作製する[星 日
本再生医療学会総会 2013]（図 3）。FGF-2 徐
放化製剤 50 mg に対し 100 μLの生理食塩水
を加えスラリー状にして、マウス(C57BL/6J、
6 週齢雄)の頭蓋骨膜下へ移植し、骨形成を
評価する[Fisher 2009 Tissue Eng Part A]。
コントロール群として同量の PLGA 徐放担体
のみを用いる。移植後 1,2,4,8 週で頭蓋を摘
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出し比較検討する。評価には、DEXA 法を用い
た骨塩定量、3D-μCT による骨形態評価を行
った後、組織切片を作製し H-E 染色法、トル
イジンブルー染色法、Azan 染色法を用いて組
織学的に観察する。さらに、骨分化マーカー
であるオステオカルシン、オステオポンチン、
骨シアロタンパクなどを用いて免疫組織学
的に骨形成を評価し、TRAP 染色で骨吸収を評
価する。また、骨髄における幹細胞の変化は、
間葉系幹細胞は CD45(-), PDGFR-1α, Sca-1
を、造血幹細胞は CD34, CD150 を免疫組織化
学的に観察する。造血幹細胞刺激シグナルの
変化として CXCL12 ELISA を用いて生化学的
に評価する。この結果をもとに、骨形成能の
高い FGF-2 徐放化製剤を選定するとともに、
形成された骨の量・質を維持し、かつ、骨髄
における幹細胞を維持するのに必要なSCF投
与条件を CXCL12-CXCR4 シグナルの変化から
推定する。 
 
②CXCL12-CXCR4 シグナルの減少を代償する
SCF 徐放化の設定 
①項で評価した CXCL12-CXCR4 シグナル変化
を代償するための SCF 使用条件を検討する。
まず、8 週齢マウス大腿骨、脛骨、腸骨より
採取した骨髄液より遠心にて血球成分を分
離し、蒸留水を加え赤血球を浸透圧破壊した
後、FACS を用いて CD45(-)、Sca-1(+)、
PDGFR-1α(+)で選別してマウス間葉系幹細
胞を単離する。初代培養細胞にSCFを添加し、
経時的な CXCL12 分泌変化を計測する。この
結果を元に、生体内投与に必要な SCF 濃度を
推計し、さらに徐放速度を算出する。次いで
異なる PLGA 濃度で SCF をマイクロカプセル
化し、SCF 徐放化製剤を作製する（図 3）。作
製したSCF徐放化製剤は生理食塩水中に投与
し経時的なSCF徐放効果を検証し、目標にSCF
徐放化製剤を選定する。 
 
③SCF 含有 FGF-2 徐放化製剤による添加的骨
形成の評価 
FGF-2 徐放化製剤ならびに SCF 徐放化製剤の
合計 50 mg に対し 100 μLの生理食塩水を加
えスラリー状にして、マウス(C57BL/6J、6 週
齢雄)の頭蓋骨膜下へ移植し、骨形成を評価
する（図 3）。FGF-2/SCF 混合比は、100:0、
99:1、90:10、50:50、0:100 を検討する。移
植後 4、8、12 週で頭蓋を摘出する。評価に
は、DEXA 法を用いて骨塩定量、3D-μCT によ
る骨形態評価を行う。摘出組織の一部から蛋
白質を抽出し、CXCL12、CXCR4 蛋白量を定量
する。また、組織切片を作製し、H-E 染色法、
トルイジンブルー染色法、Azan 染色法を用い
て組織学的に観察するとともに、骨芽細胞マ
ーカーであるオステオカルシン、オステオポ
ンチン、骨シアロタンパクや破骨細胞マーカ
ーである TRAP を組織学的に評価する。骨髄
における幹細胞の変化は、間葉系幹細胞は
CD45(-), PDGFR-1α, Sca-1 を、造血幹細胞
は CD34, CD150 を免疫組織化学的に観察する。
造血幹細胞刺激シグナルの変化として
CXCL12 ELISA を用いて生化学的に評価する。
以上の結果を元に、形成された骨において十
分な骨質・骨量を形成し、幹細胞維持を実現
する骨髄微小環境の形成する SCF 含有 FGF-2
徐放化製剤を決定する。 

 
④ラット抜歯窩モデルに対する SCF 含有
FGF-2 徐放化製剤の効果判定    
Fisher344 ラット(7 週齢オス、n=9)の下顎臼
歯部抜歯を行い、抜歯窩に③項で絞り込んだ
SCF含有FGF-2徐放化製剤(100 μg)を移植し、
4, 8, 12 週で組織を摘出する。対照には同量
の PLGA 徐放担体のみを移植する(n=9)。評価
には、DEXA 法を用いて骨塩定量、3D-μCT に
よる骨形態評価を行い比較検討する。さらに、
組織切片を作製し、H-E 染色法、トルイジン
ブルー染色法、Azan 染色法を用いて組織学的
に観察し、骨髄における幹細胞の変化は、間
葉系幹細胞はCD45(-), PDGFR-1α, Sca-1を、
造血幹細胞は CD34, CD150 を免疫組織化学的
に観察する。これらの結果を元に、SCF 含有
FGF-2 徐放化製剤が骨形成に優れ、骨髄維持
が良好であることを実証する。また、矯正力
を用いた歯移動が行える適正なタイミング
を検討する。 
 
⑤SCF 含有 FGF-2 徐放化製剤を移植したラッ
ト抜歯窩に対する歯の矯正移動 
最後に、Fisher344 ラット(7 週齢オス、n=12)
抜歯モデルに③項の製造条件で製造した SCF
含有 FGF-2 徐放化製剤(100 μg)を移植し、
④項で決定したタイミングで歯の矯正移動
を開始する(図 4)。対照には同量の PLGA 徐放
担体のみを移植する(n=12)。評価には移動直
後、移動後 2、4、6週と経時的に移植部の単
純 X線像を撮影し、経時的な歯の移動量を比
較する。各期間で移植組織を含む骨片を摘出
し、DEXA 法を用
いた骨塩定量、
3D-μCT による
骨形態評価を行
い比較検討する。
また、組織切片
を作製し、H-E
染色法、トルイ
ジンブルー染色
法、Azan 染色法
を用いて組織学
的に観察する。
これらの結果を
元に、添加的骨
形成のための
SCF 含有 FGF-2
徐放化製剤製造
技術を確立する。 
 
４．研究成果 
申請者らは、間葉-造血相互作用を活用した
新たな歯槽骨増量法を確立し、これを歯槽骨
に導入することにより、歯の移動やインプラ
ント植立が安定的に実施できる、従来にはな
かった高効率の骨再生を実現できると仮説
を立て、H26 年度は、その初期検討として、
添加骨の作製および評価、仕様の決定をおこ
なった。添加的に形成された骨の維持には、
近接骨髄に含まれる間葉系幹細胞と造血幹
細胞との相互作用が不可欠と考え、①添加的
骨形成における造血、間葉系幹細胞と
CXCL-12-CXCR4 シグナル変化の解析として、
マイクロカプセル化した異なる濃度の
FGF2/PLGA 製剤を作製し、マウス頭蓋骨膜下
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へ移植し、骨形成の評価をおこなった。移植
後経時的に頭蓋骨を摘出し、比較検討および
評価した結果、骨形成能の高い濃度である
10µg での FGF2 徐放化製剤を選定した。さら
に、形成された骨の量・質を維持し、かつ、
骨髄における幹細胞の維持に必要なSFC投与
条件を FACS による CXCL12-CXCR4 シグナル変
化を比較検討することで決定した。②
CXCL-12-CXCR4 シグナルの減少を代償する
SCF徐放化の設定として、①項で決定したSCF
使用条件をもとに検討をおこなった。FACS を
用いて、マウス間葉系幹細胞を単離し、初代
培養細胞に SCF を添加し、経時的な CXCL-12
分泌変化の計測をおこない、この結果をもと
に、生体内投与に必要な濃度を推計し、SCF
徐放化製剤を作製した。作製した SCF 徐放化
製剤は生理食塩水中に投与し、経時的な徐放
効果を検証し、PLGA 架橋構造を調整し、徐放
に必要な生分解性度を確定した。次に、SCF
と FGF2 のコンポジット PLGA を in vitro 評
価によって効果の検証をおおなった。FGF2 徐
放化製剤ならびに SCF 徐放化製剤の合計 50
㎎に対して、100µl の生理食塩水を加え、ス
ラリー状にして、マウス頭蓋骨膜下へ移植し、
骨形成を評価した。種々の FGF2/SCF 混合比
をもって移植試験をおこない骨形成能、
CXCL-12-CXCR4 シグナル発現の経時的な評価
をおこなった。これらの結果から、形成され
た骨において、十分な骨質・量と骨内部の骨
髄微小環境形成の維持を認める良好なSCF含
有 FGF2/PLGA 製剤の作製に成功した。この製
剤をFisher344ラット抜歯窩モデル(7週齢オ
ス、n=9)に移植し、移植後 4, 8, 12 週で組
織の摘出をおこない、DEXA 法を用いて骨塩定
量、3D-μCT による骨形態評価をおこなった
ところ、周囲骨との適合の良好な骨組織の形
成を認めた。さらに、組織学的解析から、経
時的にも骨髄組織が維持されていることを
確認した。詳細な解析として骨髄における幹
細胞の局在は、間葉系幹細胞は CD146、造血
幹細胞は CD34, CD150 にて免疫組織化学的に
評価をおこない、経時的な幹細胞の局在変化
は認められなかった。これらの結果をから、
SCF 含有 FGF-2 徐放化製剤が骨形成に優れ、
骨髄維持にも効果的であることを実証した。
最後に、矯正力を用いた歯移動による当製剤
の有用性を検証するために、Fisher344 ラッ
ト(7 週齢オス、n=12)抜歯窩モデルに当製剤
を移植し、移植後8週にて矯正移動を開始し、
移動直後、移動後 2、4、6週と経時的に移植
部を単純 X 線、3D-μCT による骨形態評価に
て、経時的な歯の移動量を評価したところ、
移植物の良好な骨形成および歯体移動に有
害事象がないことが確認された。同部位の骨
片を摘出した組織学的解析においても、周囲
骨との境界はなく移行的に新生骨の形成お
よび骨髄組織形成を認めたことから、添加的
骨形成のための SCF含有 FGF-2 徐放化製剤製
造技術の有用性を示唆した。 
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