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研究成果の概要： 
歯科臨床で採取できる細胞を生物材料として、多孔質 HAp ブロック体内で 3 次元高密度培

養を可能とすること、またこれらの過程を経て作製された「培養人工骨」の骨形成能を検証す

ることが本研究の目的であった。当初細胞ソースとして表題にも掲げていたヒト歯根膜(PDL)
細胞は定期的な入手が困難になってきたことから、ヒト骨膜細胞に変更して研究を遂行した。 
 並行する研究において、ヒト骨膜細胞シートの顕著な類骨形成能を示したが、HAp 多孔体で

培養した分散骨膜細胞にも類骨形成能があることを証明できた。すなわち、近い将来の臨床応

用を視野に置いた培養骨作製が、われわれの培養プロトコールによって確立された。 
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１． 研究開始当初の背景 

ハイドロキシアパタイト(HAp)ブロッ
クを用いて、培養人工骨を組織工学的に
作る試みは決して新しいものではない。
しかし、中～大規模骨欠損を対象とする
整形外科領域で求められる要件を、その
まま小規模な歯周病による歯槽骨欠損
に当てはめるのは無理がある。たとえば、
歯周組織再生において、細胞の足場に求

めるのは、物理的強度よりも細胞浸透を
容易とする気孔構造と自家新生骨によ
る置換を誘導しうる性質である。また、
生物材料的には、患者への様々な負担が
大きく、歯科医師の日常治療活動にはな
じまない骨髄穿刺によって得る骨髄幹
細胞を使うよりは、口腔内から容易に採
取できる細胞を使うことのほうが道理
にかなっている。そこで、本研究は、歯
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周再生医療の普及を究極の目標として、
日常の歯科臨床の場で幹細胞となる材
料を採取し、歯槽骨の小規模欠損に適し
た HAp 多孔体を用いて培養人工骨を作
るべきものと考えた。具体的には、歯根
膜細胞(PDL)と 85%気孔率HApブロック
体の組合せを中心として研究を進める。 
一方、その高い生体親和性から、足場

としての HAp の歴史は古いにもかかわ
らず、最近はポリ乳酸などの高分子化合
物に研究対象としての主役の座を奪われ
ている。その理由は、物理的強度を保っ
たまま十分な気孔や連通孔を確保できな
いため、細胞の高密度長期間培養が出来
ないという点にあったと思う。われわれ
の共同研究企業であるペンタックス社は、
HAp多孔体にハニカムに近い構造を実現
することによって、この欠点を克服した
(3)。ただし、この試料の主目的は直接の(細
胞を含むとしても、事前培養をしない)
移植であり、in vitro での組織工学的な目
的への応用という観点からは、まだ解決
すべき課題が残されている。現在、その
欠点を特殊な表面処理技術(特許出願準
備中)によって克服しているが、同時にメ
ーカーとの共同で、本研究の主眼でもあ
る「試料の中心部へ細胞を送り込み、そ
こで増殖・分化させる」ことを可能とす
る構造に進化・発展させるプロジェクト
に取り組んでいる。 

 
２．研究の目的 

高多孔質HApブロック体を足場とし
た３次元高密度培養技術を確立し、それ
によって培養人工骨の作製を可能とし、
歯周組織再生に関して新しい治療法開
発の糸口とすることを目的にする。これ
らの技術は、将来的な一般開業歯科医へ
の普及を前提としているので、PDLなど
口腔内から採取できる細胞を生物材料
とし、培養法は極力簡便で低コストでな
ければならない。 

これまで、HAp多孔体中心部にまで細
胞を浸透させ、そこで骨新生を誘導した
事例(骨髄細胞を含めて)は報告されてい
ない。そのために解決すべき課題を設定
し、これまで工夫してきたHApの表面処
理法を実用化レベルまで引き上げて技
術的に確立することと、様々な条件検討
を通して簡便な３次元細胞培養技術の
確立を目指す。 

 
３．研究の方法 

1) 細胞採取法: 本学病院口腔外科にて、
患者同意のもとに、無菌的に骨膜を採
取する(本学倫理委員会にて承認済
み)。遊走細胞が重層シート状になる

まで培養を継続し、その後、トリプシ
ン/EDTAにより分散し、サブカルチャ
ーに移す。 

2) 細胞播種: 細胞は通常の培養液に懸
濁した状態で、自然吸収、減圧充填、
圧力充填では不十分であることを経
験上学んできた。しかし、細胞接着を
促進するコラーゲンやポリリジンを
塗布することでは解決しない。温度感
受性でゲル状にもなる液体やたんぱ
く質、あるいはコラーゲンゲルを有効
に使う手段を検討する。 

3) HAp多孔体の酸処理: これまで研究
を重ねてきた酸処理技術はHApの気
孔率に応じて経験的に至適な濃度と
時間を選択した。しかし、本研究では、
エンドユーザー(歯科医師)でも処理
レベルを容易に制御できる方法を確
立するために、ペンタックス製気孔率
85%のHApブロック体を対象として
処理方法をマニュアル化する。 

4) 回転培養: 自作の回転培養器にて1週
間 以 上 培 養 す る 。 そ の 過 程 で
dexamethasoneなどによる分化誘導を
行なう。 

5) 組織学的評価: HAp多孔体の破断面に
おける細胞局在を評価する。 

6) 動物移植実験: ヌードマウス背部皮
下に埋植し、類骨形成能を組織学的に
評価する。 

 
４．研究成果 
1) 本研究で使用した骨膜細胞の供給源で

ある骨膜シートについて、その移植の
適応拡大の一環として、その基本技術で
ある歯周組織再生療法の完成度を高め、
その臨床研究データを蓄積する必要が
ある。完成した骨膜シートを多血漿板血
漿(PRP)や HAp 顆粒とともに用いて歯周
骨欠損の顕著な骨再生に成功した。 

2) PRP の組織工学的応用に関して、PRP
等を用いた骨膜の促成培養技術を開発
した。これによって、45 日間を必要と
した培養日数を 30 日程度まで短縮でき
るようになった。 

3) ラットおよびヌードマウス背部皮下に
酸処理 HAp 多孔体を移植し、組織・血
管・細胞の浸入と炎症反応について検討
した。その結果、酸処理は in vivo におい
ても組織・細胞の侵入を容易とし、異物
として排除される危険性を低減させる
ことがわかった。 

4) 移植した多孔体における骨誘導能を
mCT あるいは骨シンチグラフィによっ
て非侵襲的観察することが重要である
と考えている。骨シンチグラフィについ
ては、これまでに 12 例の検査をおこな



 

 

った。粉砕骨移植を採用した初期段階で
は、骨形成と思われる集積像の位置や組
織像との照合に疑問点があったが、骨肉
種細胞移植法の採用により、明確に一致
した検出が可能となった。 

5) 本格的なmCT導入の前段階の条件検討
という位置づけで、同時にX線撮影によ
り変化を定量的に追跡する試みを行な
った。IP（イメージングプレート）およ
び携帯用デンタル撮影装置を導入し試
験撮影を重ねた結果、骨シンチほどの鋭
敏さはないものの、ポジティブな所見を
得ている。 

6) 酸処理したHApブロック体の物性を
評価した。この状態のHApブロック
体は、細胞のないブロック単体に比
較して、脆弱さが改善された。圧縮
強度は酸処理によって1/5-1/10程度
に低下するが、ECMの豊富な細胞を
含むHApブロック体ではそれが2-3
倍程度上昇し、再処理以前のブロッ
ク体単体より若干劣る程度まで回
復した。  

7) in vitro研究において、ヒト骨膜細胞
およびラット骨髄細胞 (MSC)による
3次元高密度培養を行ない、ヒトPDL
細胞の性状と比較した。分化誘導し
たヒト骨膜細胞はHApブロック体内
部の気孔にて、比較的多量の細胞外
マトリックス (ECM)を産生し、細胞
がその中に埋め込まれる状態を形
成した。  

8) ヒトPDL細胞は入手が不定期で、か
つ量的な供給が期待できないこと
もあって、ストック中の継代数の比
較的高い細胞を使用したためか、 in 
vitroにおいてはある程度の石灰化
を誘導できたものの、動物実験では
気孔内に典型的な類骨形成を認め
なかった。  

9) in vivo動物実験において、これらの
細胞を培養した人工骨をヌードマ
ウス皮下に埋植し、それらの異所性
骨形成活性を比較検証した。  

10) ラットMSCは in vitroでの増殖活性が
低いものの、動物に埋植後は、事前
の分化誘導の有無にかかわらず、気
孔内に典型的な類骨を形成した。し
かも、そこにはカルシウムの沈着を
確認され、成熟度の高い類骨と評価
できた。  

11) ヒト骨膜細胞は、ラットMSCに比較
するとその活性は劣るものの、気孔
内に未熟な類骨形成を誘導すること
ができた。  

 以上の所見より、PDL 細胞よりも POs
細胞のほうが口腔内で採取が容易とい

うこともあり、今後はこの細胞を材料と
して、培養法に若干の改良を加えれば、
歯周組織再生のための「培養骨」として
実用化できる方向性が見出せた。  
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