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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，間葉系幹細胞に親和性が高い不織布フィルターを組み込んだ閉鎖系
デバイスが，顎骨からの骨髄間葉系幹細胞の分離において，有用であるか否かを評価することである．44検体の
顎骨骨髄液を，インプラント埋入手術時に患者35人から採取した．回収した細胞は，細胞培養用シャーレに播種
した．また，コントロールとして，本デバイスを用いず，遠心分離して上清を除き，細胞を直接シャーレに播種
した．その結果，本デバイスを用いたところ，30検体中10検体（33.3％）からコロニー形成が認められた．一
方，コントロールでコロニー形成が確認されたのは，14検体中3検体（21.4％）であった．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to evaluate the usefulness of a device with a 
nonwoven fabric filter, which selectively traps MSC based on affinity, for isolation of MSC from 
gnathic bone marrow. A total of 44 bone marrow aspirates were obtained from 35 patients during 
surgery for dental implant placement. The isolated cells were then seeded on tissue culture dishes. 
As a control, without using the device, the cells harvested by centrifugation were directly seeded 
on the dishes. As a result, colony forming cells by using the device were detected in 10 of 30 
samples (33.3%). The colony forming cells without using the device were obtained in 3 of 14 samples 
(21.4%). It was thus suggested that the use of the device with a nonwoven fabric filter may allow 
efficient isolation of MSC from gnathic bone marrow in a closed system.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 歯周治療においては，組織再生誘導法や
エナメルマトリックスタンパク質を用いた
歯周組織再生療法を行うことにより，歯周病
によって失われた組織の再生が可能となっ
てきている．また，インプラント治療では，
遮蔽膜や移植骨を用いた歯槽堤の増大手術
も行われるようになってきている．しかしな
がら，これらの再生療法の適応範囲は狭く，
長い治癒期間を要し，限られた効果しか期待
できない．また，用いられる材料の中には，
異種由来のものや他家由来のものもあり，そ
れらを用いた場合，牛海綿状脳症や未知の感
染症に罹患するリスクを完全に排除するこ
とはできない． 
 
(2) 近年，歯周治療およびインプラント治療
における組織再生を目的として，間葉系幹細
胞（mesenchymal stem cell, MSC）を用い
た再生療法が検討されている．この治療法は，
患者の腸骨骨髄液から MSC を分離し，体外
で培養した後に移植するもので，必要とされ
る組織を効果的に再生させることが期待さ
れている．また，患者自身の細胞を用いるこ
とから，ウイルス等の感染や拒絶反応のリス
クがなく，倫理的な問題も回避できるという
利点を有している．しかしながら，培養のた
めに専用の培養室など大きな設備を必要と
することや，骨髄液を腸骨から採取すること
などにより，限られた施設でしか実施するこ
とができないという難点がある． 
 
(3) MSCの供給源として，これまで主に腸骨
骨髄が利用されてきた．腸骨骨髄からは大量
の MSC を回収することが可能であるが，外
科的な侵襲が大きいという欠点がある．歯髄
組織あるいは歯根膜組織も MSC の供給源と
して検討されているが，歯を抜去しなければ
ならず，回収できる細胞数が少ないという欠
点がある．それに対し顎骨の骨髄は，薄い口
腔粘膜直下に存在していることから，外科的
にアクセスするのは容易であり，腸骨と比較
して外科的な侵襲が小さく，骨髄液採取に併
発する疼痛などの不快症状の発生頻度も低
いことが予想される．また，抜歯時，歯周外
科手術時，あるいは歯科用インプラント埋入
時等，直接的に骨髄にアクセスできる機会も
多い．しかしながら，これまで顎骨からMSC
の分離を試みた研究は少ない． 
 
(4) 最近，骨髄液から MSC リッチ画分を，
簡便かつ安全に，そして効率的に分離できる
間葉系幹細胞分離デバイスが開発された．こ
のデバイスは，MSC に親和性が高いレーヨ
ンおよびポリエチレンより合成された不織
布フィルターを用いたもので，少量の骨髄液
から MSC を短時間で効率よく分離すること
ができるとされている．したがって，本デバ
イスを用いることにより，顎骨から採取でき
る少量の骨髄液から MSC を分離できる可能

性がある．また，本デバイスは，通常の遠心
分離器を用いる方法とは異なり，閉鎖系で
MSC を分離することができることから，微
生物などが混入する危険性が低いという利
点も有している． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，間葉系幹細胞分離デバイス
を用いた歯周組織再生療法およびインプラ
ント埋入時の歯槽堤増大法を新たに開発す
ることを前提として，顎骨骨髄からの MSC
分離における本デバイスの有用性を評価し，
顎骨から安全かつ簡便に MSC を分離・培養
できる方法を確立することである． 
 
３．研究の方法 
(1) 明海大学歯学部付属明海大学病院歯周病
科に来院し，インプラント治療を行った患者
35人を被験者とし，合計 44検体を採取した．
被験者の平均年齢は 56.1 ± 12.6歳で，男性
12人，女性 23人であった．本研究は，明海
大学歯学部倫理委員会の承認（A0904）のも
と，被験者には十分に研究の説明を行った後，
同意書を得て行った． 
 
(2) 顎骨からの骨髄液は，骨髄穿刺針または
注射針を用いて採取した．骨髄穿刺針を用い
る方法では，骨面に起始点を形成した後に，
骨髄穿刺針（SIL-181，タスク，栃木）を用
いて皮質骨を穿孔した．骨髄穿刺針は中空の
外筒と中空部分を封鎖する内筒で構成され
ており，穿刺し先端部分が骨髄に到達した後
に内筒を抜き取ることにより，針の中に骨が
目詰まりすることなく骨髄液を採取できる．
内筒除去後，2.5 ml のシリンジ（ss-02Sz，
テルモ，東京）を装着し，陰圧にて骨髄液を
採取した．注射針を用いる方法では，注水下
にてインプラント埋入窩形成用のドリル一
式（Zimmer Dental，Carlsbad, CA, USA）
を用いて埋入窩を形成した後に，滲出してき
た骨髄液を 2.5 mlのシリンジを装着した 18
ゲージの注射針（NN-1838R，テルモ）を用
いて採取した．ヘパリンナトリウム（100 
IU/ml，田辺三菱製薬，大阪），その後，ペニ
シリン（200 IU/ml，Gibco BRL, Rockville, 
MD, USA），ストレプトマイシン（0.2 mg/ml，
Gibco BRL），およびアンフォテリシン B
（500 ng/ml，Gibco BRL）を添加した滅菌
生理食塩水 1 ml に，採取した骨髄液を注入
し，転倒混和後，４℃にて保存した． 
 
(3) MSC分離には，間葉系幹細胞分離デバイ
ス（株式会社カネカ，大阪）を用いた．まず，
滅菌生理食塩液を通液してカラムのプライ
ミングをした後，生理食塩液にて希釈した検
体を，デバイスに通液した．次に滅菌生理食
塩液を骨髄液と同じ方向に通液し，フィルタ
ーに付着していない赤血球等を洗い流した
後，逆方向から細胞培養培地 50 mlを注入す
ることにより，フィルターに付着した細胞を



回収用バッグに回収した．細胞培養培地には，
10 %ウシ胎仔血清（和光純薬工業，大阪）含
有α-minimum essential medium（Gibco 
BRL）培地を用いた．また，デバイスへの通
液は，すべて一定の流速（6 ml/min）で行っ
た．回収した細胞は，直径 10 ㎝の培養用シ
ャーレ（BD Bioscience, San Jose, CA, USA）
に播種し，37℃，5 % CO2下で培養を行った．
2日から 4日おきに各シャーレの培地を交換
し，浮遊細胞を除去した．そして，培養 14
日後に顕微鏡観察にてコロニー形成の有無
を観察した．また，コントロールとして，全
骨髄播種法により MSC を分離した．全骨髄
播種法では，デバイスを用いず，検体を 500 X 
gにて 5分間遠心分離して上清を除き，骨髄
細胞を細胞培養液に懸濁後シャーレに播種
した．細胞播種密度は，デバイスを用いた方
法と全骨髄播種法ともに，0.026 ml 骨髄液
/cm2とした． 
 
(4) コロニーを形成した細胞の一部は，間葉
系幹細胞のポジティブマーカーである CD73, 
CD90, および CD105，ネガティブマーカー
である CD14，CD19，CD34， CD45, およ
び HLA-DR の発現について検討した．シャ
ーレに付着した細胞をトリプシン様酵素
（TrypLETM Select，Gibco BRL）を用いて
回収し，single cell suspensionとした細胞（1 
X 105 cells/0.5 ml生理食塩水）を，室温で
30分間 FITC標識マウス抗ヒト CD73（希釈
倍率 1：50），CD90（希釈倍率 1：100），CD105
（希釈倍率 1：100），CD14（希釈倍率 1：50），
CD19（希釈倍率 1：50），CD34（希釈倍率 1：
500），CD45（希釈倍率 1：50），および
HLA-DR（希釈倍率 1：50）モノクローナル
抗体（BD Bioscience）と反応させた後，FACS 
Calibur（BD Bioscience）を用いたフローサ
イトメトリー法により表面抗原を検出した． 
 
(5) コロニー形成検体率の統計学的比較は， 
Fisherの直接確率計算法を用いた．また，各
要因がコロニー形成の有無に及ぼす影響は，
ロジスティック回帰分析により検討した．各
統計処理には統計処理ソフト IBM SPSS 
statistics 20（日本アイ・ビー・エム，東京）
を用いて行った． 
 
４．研究成果 
(1) 顎骨骨髄液から間葉系幹細胞分離デバ
イスまたは遠心分離機を用いて処理後，培養
用シャーレに形成されたコロニーを顕微鏡
下にて観察した．コロニーを形成していた細
胞は、MSC の特徴である線維芽細胞様形態を
呈していた． 
 
(2) コロニーを形成した 13 検体のうち 8 検
体については細胞表面抗原の分析を行った．
間葉系幹細胞のポジティブマーカーである
CD105 は，すべての検体において陽性率は
95％以上であった．ネガティブマーカーであ

る CD34 および CD45 は, すべての検体におい
て陽性率は 2％以下であった．さらに，1 検
体については，ポジティブマーカーとして
CD73,CD90,CD105 を検索したところ，いずれ
も 99％以上の陽性率を示し，ネガティブマー
カーである CD14，CD19，CD34，CD45，HLA-DR
は，いずれも陽性率 1％未満であった． 
 
(3) 間葉系幹細胞分離デバイスを用いて MSC
の分離を試みたところ，30 検体中 10 検体
（33.3％）の検体からコロニー形成細胞がみ
られた．一方，間葉系幹細胞分離デバイスを
用いず，全骨髄播種法によりコロニー形成が
確認されたのは，14 検体中 3検体（21.4％）
であった．コロニー形成検体率は，デバイス
を用いた方が高い傾向がみられたが，統計学
的に有意な差ではなかった．また，コロニー
形成がみられた 13 検体のうち，コロニー数
が１個のものが6検体，2個のものが5検体，
4個のものが１検体，そして 10 個のものが１
検体であった． 
 
(4) 間葉系幹細胞分離デバイスを用いて分
離した検体において，骨髄液を採取する際に
骨髄穿刺針を用いた方法では，15 検体中 6検
体（40.0％）においてコロニー形成が確認さ
れたのに対し，注射針を用いた方法では 15
検体中 4検体（26.7％）であった．また，全
骨髄播種法により分離した検体においては，
骨髄穿刺針を用いた方法では 7検体中 2検体
の 28.6％，注射針を用いた方法では 7検体中
1検体の 14.3％であった．いずれの分離方法
においても，注射針を用いる方法よりも，穿
刺針を用いる方がコロニーを形成する検体
の割合が高い傾向がみられたが，統計学的有
意差はみられなかった． 
 
(5) 男性と女性に分けて比較したところ，コ
ロニー形成検体率は，デバイスを用いた場合
には男性で 36.4％，女性では 31.6％，全骨
髄播種法を用いた場合では，男性で 25.0％，
女性で 20.0％であり，いずれの方法において
も統計学的に有意な差はみられなかったも
のの，コロニー形成検体率はデバイスの使用
の有無に関わらず，わずかであるが女性の方
が低かった． 
 
(6) 年代別に分けてみたところ，デバイスを
用いた場合には 50歳代では 11検体中 4検体
で 36.4％，60 歳代では 13 検体中 6 検体で
46.2％の検体からコロニー形成細胞が分離
されたが，20 歳代，30 歳代，40 歳代，およ
び 70 歳代では検体数が少ないものの，1検体
も分離されなかった．デバイスを用いなかっ
た場合では，60 歳代で 8検体中 3検体からコ
ロニー形成細胞が分離されたが，40 歳代の 1
検体，50 歳代の 5検体からは分離されなかっ
た． 
 
(7) 採取した部位を上顎と下顎で分けてみ



たところ，デバイスを用いた場合には上顎と
下顎はともにコロニー形成検体率は 33.3％
であった．全骨髄播種法の場合では，上顎で
は 1検体もコロニー形成が認められず，下顎
では 27.2％から分離されたが，有意な差はみ
られなかった． 
 
(8) 採取部位を前歯部，小臼歯部，および大
臼歯部に分けて比較したところ，デバイスを
用いた場合には，コロニー形成検体率は小臼
歯部で最も高く60.0％，前歯部では40.0％，
大臼歯部では 25.0％であった．デバイスを用
いなかった場合においても，コロニー形成検
体率は小臼歯部で最も高く 40.0％，前歯部で
は 0.0％，大臼歯部では 14.3％であった．い
ずれの分離方法でも小臼歯でコロニー形成
検体率が高い傾向がみられたが，統計学的に
有意な差ではなかった． 
 
(9) 骨髄液採取量で分類したところ， デバ
イスを用いた場合には 151～200μℓで 12 検
体中5検体の41.7％と最もコロニー形成検体
率が高く，201～300μℓで 33.3％，300μℓ以
上では 28.6％と，骨髄液採取量が多いほど，
コロニー形成率が高いという傾向は見られ
なかった．全骨髄播種法を用いた場合では，
300μℓ以上で最もコロニー形成検体率が高
い傾向がみられたが 2検体中 1検体と検体数
が少ないため，統計学的に有意な差はみられ
なかった． 
 
(10) 各要因がコロニー形成に及ぼす影響を
ロジスティク回帰分析により検索したとこ
ろ，いずれの要因も有意差はみられなかった
が，オッズ比では，小臼歯から採取した場合
が 6.809 と最も高く，次にデバイスを用いる
場合が 4.090 と高い傾向がみられた． 
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