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研究成果の概要（和文）：新規骨膜由来細胞シートの作製を念頭に、羊膜上にて骨膜由来細胞の培養を行い、同
培養シートについて検討を加えた。羊膜は、帝王切開時の胎盤より採取したものを研究に供し、骨膜細胞は、歯
槽骨上にある組織を骨膜組織より骨膜由来細胞を得、羊膜上にて培養を行った。結果、骨膜由来細胞は羊膜上で
1枚の細胞シートを形成して増殖しており、羊膜は培養に適当な基質であることが示唆された。また、同細胞シ
ートにて骨芽細胞が産生するタンパクの発現を認め、in vivoの環境下でもその性質を保持していた。羊膜上培
養骨膜由来細胞シートは骨再生能、すなわち歯周組織再生を促進する細胞が含まれている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Periosteal-derived cells (PDCs) were cultured on AM to generate novel 
periosteal cell sheets, and the kinetics of the cell sheets were immunohistochemically investigated 
in vivo. The AM was collected from the placenta during a caesarean section. For PDCs, primary 
culture of the periosteal tissue was passaged 3-4 times. These cells were cultured on AM. The 
resulting culture sheets were transplanted under the renal capsules of nude mice, and were removed 
after 4 weeks.
PDCs proliferated on AM, forming single cell sheets, which demonstrates that AM is suitable as a 
culture substrate. The periosteum contains cells that have the ability to differentiate into 
osteoblasts and osteocytes. The cell sheets expressed osteoblast proteins, which were maintained 
even in an in vivo environment.
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者らはこれまでに羊膜の培養基質

としての有用性に着目し，羊膜は骨膜由来細

胞の培養の基質として適していることを明

らかにしてきた． 

歯周病は成人の 8 割が罹患しているといわ

れており，歯周病等で失われた歯周組織の再

生は歯科医療にとって大きな目標である．骨

膜組織は，その速い増殖力から歯周組織の再

生における最適な細胞の供給源となる可能

性を秘めているとされ，骨膜細胞による骨再

生医療への有用性が期待されている．骨膜細

胞を用いた歯周組織の再生において，適切な

細胞の足場（基質）と増殖因子の存在が骨形

成に必要とされ，骨膜細胞の培養基質の選択

は重要な要素である．そこで，われわれは骨

膜由来細胞の培養の基質として，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． 

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．そこで研究代表者らは，基

質として羊膜を用いた羊膜は，胎盤の最表層

を覆う薄膜で，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

組織であり，倫理的・技術的に入手が容易で

ある．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．そして本研究にて研究代表者

らは，この羊膜を培養基質として用いた骨膜

由来細胞の骨分化誘導培養を行い，骨再生を

目的とした新規培養骨膜由来細胞シート作

製のための検討を加えた． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，研究代表者らが確立した

羊膜上の骨膜由来細胞培養系を応用して，歯

周組織の再生（骨再生）をめざした新規培養

骨膜由来細胞シートの作製を行うことであ

る．すなわち，羊膜上にて骨膜由来細胞の骨

分化誘導培養を行い，作製した培養シートの

組織学的・免疫組織学的検討を加えることで

ある．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

確認するためのデータ集積を行い，検討を加

えた． 

 

３．研究の方法 

羊膜は，帝王切開時の胎盤より採取したも

のを研究に供し，骨膜組織は，口腔外科手術

時の粘膜骨膜弁作製時に，歯槽骨上にある組

織を骨膜組織として採取した．得られた骨膜

組織の初代培養を行い，3〜4代継代したもの

を骨膜由来細胞とした．得られた細胞を，上

皮細胞を剥離・除去した羊膜上に播種し，骨

分化誘導培地にて約 3 週間の培養を行った．

上記にて得られた培養シートを，ヌードマウ

ス腎被膜下への移植を行い，4 週間後に摘出

し，H-E 染色，ならびに免疫染色を行った．

なお，対照群は羊膜のみとした． 

なお，骨膜組織の採取および羊膜の実験へ

の利用については，患者に十分な説明を行い，

同意を得たうえで実施した．また，本研究は

京都府立医科大学医学倫理審査委員会なら

びに京都府立医科大学動物実験委員会にて

承認を得，ヘルシンキ宣言を遵守して行った． 

 

４．研究成果 

骨膜由来細胞は羊膜上にて層状構造を示し，

免疫染色像では細胞増殖マーカーである

Ki-67，間葉系細胞マーカーである vimentin，

骨芽細胞マーカーであるosteocalcinの発現

が認められた．また、デスモソームのマーカ

ーであるdesmoplakinおよびタイト結合のマ

ーカーである ZO-1 が発現し，細胞シートを

形成していた．また，羊膜上培養骨膜由来細

胞の腎皮膜移植後においても vimentin, 



oteocalcin の発現を認め，その性質を保持し

ていた．一方，対照群（羊膜のみの移植）に

おいては，いずれの発現も認めなかった． 

以上より，羊膜上培養骨膜由来細胞シート

は骨再生能，すなわち歯周組織再生を促進す

る細胞が含まれている可能性が示された．し

かしながら，石灰化物質の存在は認められず，

今後，われわれは骨再生を目的とした新規骨

膜由来培養シート作製のための培養方法の

最適化，ならびに長期移植後におけるin vivo

での細胞動態および基質の変化についての

検討を加える必要があると考えられた． 
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