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研究成果の概要： 

幹細胞移入とプリンヌクレオチドの融和による新規歯周組織再生療法を樹立することを目指し、

脂肪組織由来未分化間葉系幹細胞(ADSC)をヒト脂肪組織より単離し硬組織への分化誘導能を

in vitro にて検討した。その結果、ADSC は硬組織形成能を有することが確認され、また長期培

養後の形質転換もなく安全性が高いことを明らかにした。さらに、歯周病動物モデルを用いて、

ADSC 移入による歯周組織再生を検討し、歯周組織再生促進が強く示唆される結果を得ることが

できた。 
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１．研究開始当初の背景 

組織幹細胞の１つとして脂肪組織中に存

在する間葉系幹細胞が注目されている。すで

に、in vitro においては、脂肪組織由来未分

化間葉系幹細胞(ADSC)が、脂肪、骨、軟骨、

筋肉など中胚葉性の細胞へ分化することが

報告されており、ADSC が multipotent な細胞

であることが明らかにされている。私たちの
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研究室でも、ヒト脂肪組織より単離した ADSC

が骨芽細胞 lineageへの分化能を有している

ことを in vitro にて確認しており、成体内

に豊富に存在し、採取も簡便かつ安全に行え

る脂肪組織は有用な幹細胞源と考えられる。 

一方、幹細胞を移入する治療法の確立にあた

り、もう一つの主要な検討課題は、臨床応用

が可能ないかなるシグナル分子を用いるこ

とにより、幹細胞の至適な分化誘導を達成で

きるかということである。近年、プリンヌク

レオチドであるアデノシンは、種々の生体反

応制御作用を有するとの知見が集積しつつ

ある。アデノシンが抗炎症的なメディエータ

ーとして重要な役割を果たしていることは

in vivo, in vitro の実験を通じて広く知ら

れているこのような背景から、幹細胞の移入

を伴う再生療法において、シグナル分子とし

てプリンヌクレオチドを組み合わせること

は、投与部位において抗炎症作用が発現され

るのみならず、幹細胞の硬組織形成細胞への

分化を促進することが期待できると考えら

れる。 

 

２．研究の目的 

幹細胞移入とプリンヌクレオチドの融和に

よる新規歯周組織再生療法を樹立すること

を目指し、 

（１）歯周組織幹細胞を、歯周組織あるいは

脂肪組織より単離し、 

（２）プリンヌクレオチドの幹細胞分化誘導

能を in vitro にて解析する。また、 

（３）脂肪組織由来未分化間葉系幹細胞の硬

組織への分化を、分子・遺伝子レベルで解析

するために、in vitro での脂肪組織由来未分

化間葉系幹細胞の硬組織への誘導過程、ある

いは、実験的歯周病モデルでの歯周組織再生

過程で、如何なる遺伝子発現の調節が行われ

ているのかについて、DNA チップを用いるこ

とにより、網羅的に検出し解析を行う。 

（４）これらの情報を活用し、歯周病動物モ

デルを用いて、幹細胞移入によるプリンヌク

レオチド誘導性歯周組織再生を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）脂肪組織由来未分化間葉系幹細胞の単

離 

① ヒト脂肪組織からの幹細胞単離 

ヒト脂肪組織由来幹細胞は、大阪大学医学部

附属病院でインフォームドコンセントを得

た手術患者を対象に、手術時に廃棄となる脂

肪組織より本学医学部未来医療センターに

て単離する。得られた脂肪組織を一時間のコ

ラゲナーゼ処理を行い、得られた細胞より

ficoll を用いた比重遠心により赤血球を除

去し播種。培養プレートに付着した細胞を三

代継代後、得られた細胞を幹細胞(ADSC)とす

る。 

② ビーグル犬脂肪組織からの幹細胞単離 

ビーグル犬の腹部大網より脂肪組織を採取、

細断し、一時間のコラゲナーゼ処理を行う。

得られた細胞より ficoll を用いた比重遠心

により赤血球を除去し播種。培養プレートに

付着した細胞を三代継代後、得られた細胞を

未分化間葉系幹細胞(ADSC)とする。 

（２）プリンヌクレオチドによる単離幹細胞

への分化誘導条件の解析 

①単離した幹細胞をアデノシン・ATP 存在・

非存在下にて 10mM -グリセロリン酸、

50g/ml アスコルビン酸、デキサメタゾンを

含む石灰化誘導培地にて長期培養し、その際

のアルカリフォスファターゼ活性の測定お

よびアリザリン染色による石灰化ノジュー

ル形成能について解析する。 

②DNA チップを用いた硬組織分化過程におけ

る遺伝子発現解析 

幹細胞を石灰化誘導培地にて培養する際に、



 

 

アデノシン、ATP、アデノシンデアミナーゼ

阻害剤、アデノシンレセプター特異的アゴニ

スト、アンタゴニストを添加し、７日目、１

４日目、２１日目、２８日目の各タイムポイ

ントで細胞を回収し、RNA を調整する。コン

トロールとして、各タイムポイントでの無刺

激群を作成し、同様に RNA を調整する。各サ

ンプルは、GeneChip アレイ（affymetrix 社）

を用いて解析を行う。 

（３）ビーグル犬を用いた重度歯周病モデル

の作製およびプリンヌクレオチド誘導性幹

細胞移入による歯周組織再生療法の確立 

ビーグル犬の左右両側の下顎第三小臼歯を

抜歯し、約３ヶ月間の治癒期間を経た後に

第４小臼歯の近心部の歯槽骨を削合し、一

壁性の垂直性骨欠損を作製する。作製する

骨欠損は深さが 5mm となるように規格化を

行うが、歯根の形態が骨欠損部の体積に大

きく影響を与えると予測されるため、術前

にエックス線撮影を行い可及的に条件の等

しい被験個体を選別する。このようにして

作成した左右両側の人工的垂直性骨欠損の

うち一側を被験部位として（幹細胞＋基材）

を移入する。一方、対照部位として（基材

のみ）を移入する。本研究においては基材

（足場材）として、通常の歯周外科時に適

応可能なフィブリンゲル等からなる足場材

と共に移植する。移植後、アデノシン・ATP

の局所投与、あるいは ADA inhibitor・ATP

の経口投与を毎日行い、約２週間おきにレ

ントゲン撮影による歯槽骨再生の評価を行

うとともに、約６週間後にマイクロＣＴに

より歯周組織の断層撮影による歯槽骨再生

の評価を行うとともに、屠殺し、組織切片

を作成して組織学的に歯周組織再生効果を

評価する。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト ADSC の分化能の解析  

①フローサイトメトリーを用いて、ヒト ADSC

の各種表面抗原の解析を行った結果、ADSC 上

には CD73、CD44、CD105、CD166、SSEA4 の発

現を認め、CD34、CD45 の発現は認められなか

った。また、ADSC の増殖能を増殖曲線により

解析した結果、継代を重ねても高い増殖能を

示した。さらに増殖能が消失するまで継代を

続けた後、G-band 法および SKY 法にて染色体

検査を行った結果、ADSC は増殖しなくなるま

で継代数が進んでも染色体異常は認められ

なかった。 

②アルカリフォスファターゼ活性の測定お

よび石灰化ノジュール形成の解析： 

ADSC を硬組織誘導培地（デキサメタゾン含有

あるいは非含有の、10mM β-グリセロリン酸、

50μg/mlアスコルビン酸、10%FCS添加D-MEM）

にて長期培養を行った際の ALPase 活性を経

時的に測定し、また、石灰化ノジュールの形

成をアリザリン染色にて解析した結果、ADSC

中の ALPase 活性が上昇し、石灰化ノジュー

ルの形成が認められることが確認された。 

③DNAチップを用いてADSCの硬組織形成細胞

への分化過程における遺伝子発現の変化を

検討したところ、ALPase, Runx2, PLAP-1 な

どの硬組織分化マーカー遺伝子および歯根

膜マーカー遺伝子の発現の上昇が認められ

た。 

以上の結果より、ADSC は硬組織形成能を有す

ることが確認され、また長期培養後の形質転

換もなく安全性が高いことが示唆された。 

 

（２）ビーグル犬脂肪組織からの ADSC 単離 

ビーグル犬の腹部内臓脂肪より脂肪組織を

採取、コラゲナーゼ処理を行った。得られた

細胞より ficoll を用いた比重遠心により赤

血球を除去し、得られた細胞を播種後、培養

プレートに付着した細胞を３代継代し、得ら



 

 

れた細胞をイヌ ADSC とした。 

（３）ビーグル犬を用いた実験的歯周病モデ

ルの作製および ADSC の移植  

根分岐部歯周病モデルは、ビーグル犬 1頭を

用い、第四前臼歯頬側分岐部に頬舌径３mm、

深さ５mm の人工的２級根分岐部病変を作製

した。また、２壁性骨欠損歯周病モデルは、

ビーグル犬５頭を用い、左右両側の下顎第四

前臼歯を抜歯し、約３ヶ月間の治癒期間を経

た後に第一後臼歯の近心部の歯槽骨を、頬舌

径３mm、近遠心径５mm、深さ４mm となるよう

に規格化を行い同上骨欠損を作製した。作製

した左右両側の人工的骨欠損のうち一側を

被験部位として、ADSC＋フィブリンを移植し

た。一方、対照部位にはフィブリンのみを移

入した。移植後６週目に屠殺し、マイクロＣ

Ｔを用いた断層撮影および、組織切片の作製

により歯周組織再生効果を評価した。その結

果、ADSC 移植側において骨新生、セメント質

新生が認められ、新生したセメント質にはコ

ラーゲン線維の埋入を伴うことが示された。

さらに、歯肉上皮の下方増殖が有意に抑制さ

れる傾向が認められ、ADSC 移植による歯周組

織再生促進が強く示唆される結果が得られ

た。                         
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