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研究成果の概要（和文）：象牙質を骨補填材として応用する簡便な方法を検討するために、ヒト抜去歯から象牙
質を取り出し粉砕して顆粒状に調整し、オートクレーブ滅菌を行って、骨補填材としての適用を試みた。 さら
に、骨補填材として、幹細胞を組合せたハイブリッド材料を作製する方法を考案した。そのために滅菌象牙質顆
粒とヒト骨髄由来幹細胞(hBMSC)を共培養して凝集塊状の象牙質/ hBMSCハイブリッド骨補填材料を得た。この新
しい骨補填材を、既存の人工骨補填材を比較対照として、組織応答を評価するためにヌードマウスの背側皮下に
埋植し、その有用性を検討した。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to investigate a simple method of applying dentin as
 a bone replacement material, we disinfected dentin obtained from human teeth that had been 
preserved after extraction with auroclave sterilization, and attempted to apply it as a bone 
replacement material. We devised a method to create a hybrid material for use as a bone replacement,
 whereby dentin, crushed into granular form, was co-cultured with human bone marrow-derived stem 
cells (hBMSCs). We then implanted the dentin/hBMSC hybrid bone replacement material and a hybrid 
bone replacement material, prepared using existing artificial bone replacement materials, 
subcutaneously into the backs of nude mice in order to comparatively analyze the biological 
responses to both materials. We then investigated the effects of dentin itself, and the utility of 
the cell engineering composite material composed of dentin and hBMSCs.

研究分野：歯内療法学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
顎骨の少量の骨造成を目的として、自家骨移植に代わり、移植材採取のための侵襲を回避するため、抜去歯から
得た象牙質を骨補填材として応用することを試みた。抜去歯から象牙質を取り出し顆粒状に調整しオートクレー
ブ滅菌を行って、骨補填材としての有用性を検討した。 さらに、幹細胞を組合せたハイブリッド材料も作製し
た。そのために滅菌象牙質顆粒とヒト骨髄由来幹細胞(hBMSC)を共培養して象牙質/ hBMSCハイブリッド骨補填材
料を得た。この新しい骨補填材をヌードマウスの背側皮下に埋植したところ、既存の人工骨補填材に比べ周囲組
織の石灰化を誘導し、象牙質顆粒が骨補填材として有望であることが示唆された。
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１．研究開始当初の背景 
 
超高齢社会の到来した現在、歯科領域において、腫瘍、歯周病や根尖病巣等の、歯槽骨の喪
失や減少を伴う症例が増加している。そのような症例に対して骨増生を目的に自家骨移植や骨
補填材の移植を適用するケースも増加しており、自家骨移植と同等の機能を持つ骨補填材の開
発が急務となっている。一方、骨誘導能を有する Bone morphogenetic protein (BMP)が Urist
らのグループにより骨基質中に（Science 1965）、続いて象牙質基質中に発見されて以来（Arch 
Surg 1967）、象牙質の骨補填材への応用研究が世界中で行われている。 
このような背景から我々は生体材料として供給可能な象牙質に注目し、象牙質を粉砕し根尖
部に応用する方法を検討し、象牙質顆粒が根尖閉鎖と歯槽骨側に硬組織様の組織を誘導するこ
とを報告してきた（Yoshida et al.日歯保存誌 1986 他）。 
象牙質顆粒の骨補填材としての応用研究では、我々の先行研究も含め、象牙質中の骨形成作
用を有する有機成分に期待して新鮮象牙質を用いるか、あるいは脱灰した象牙質の主にＩ型コ
ラーゲンからなる基質を用いる方法が主流である。しかしながら、新鮮象牙質を用いる場合、
適用可能な歯や時期が制限され、脱灰象牙質を用いる場合では脱灰操作に時間を要するなどの
問題点が挙げられる。そこで、申請者らは象牙質を顆粒状にして整粒した後にオートクレーブ
により滅菌して用いる方法を考案し検討してきた。象牙質を骨補填材として用いることは、残
存する智歯や矯正治療などで抜歯を余儀なくされた歯を有効に活用することにもなり、自己由
来であり、かつ歯由来の生体材料として、骨再生療法への新たな可能性が期待できる。本研究
では象牙質を顆粒状にしてオートクレーブ滅菌したものが骨補填材として応用可能かどうかを
細胞培養系および動物モデルを用いて検討した。さらに、骨形成に有用なサイトカイン等の産
生源として、また、象牙質周囲の骨形成に寄与する細胞源として幹細胞を共に移植材とするた
めに、あらかじめ象牙質顆粒とともに培養して複合体とした象牙質顆粒/幹細胞ハイブリッド骨
補填材も作製し、骨補填材としての有用性を検討した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、操作性を考慮したオートクレーブ滅菌象牙質顆粒と様々な組織由来の幹細胞を用
いた新しい骨再生療法の確立を目指して、あらかじめ象牙質顆粒と幹細胞を共に培養して作製
したハイブリッド骨補填材の硬組織誘導能と細胞動態を以下の評価項目について解析すること
を目的とした。 
 
(1)象牙質顆粒存在下での幹細胞の動態解析 
(2)動物モデルを用いた骨補填材としての機能の検討 
(3)象牙質顆粒から徐放される有効成分の探索 
 
上記の検討により象牙質の骨再生材料としての機能を解析して、幹細胞を組合せたハイブリ
ッド骨補填材の有用性と生体材料としての象牙質の可能性を検討した。 

 

３．研究の方法 
 
（１）象牙質試料の作製 
矯正治療のために便宜的に抜去した歯、機能的に保存不可と診断され抜去されたう蝕のない
歯の提供を受け試料とした（朝日大学歯学部倫理委員会承認済 第 23111 号）。抜歯直後にエ
ナメル質、セメント質、歯髄、根尖部３mmを除去した後、象牙質を凍結粉砕し粒径ごとに分類
して－８０℃下で保存し、使用直前にオートクレーブ滅菌して用いた。 
 
（２）象牙質顆粒と共に培養し複合体形成後の細胞動態の検討 
 象牙質あるいは人工骨補填材と共に各種幹細胞を 7日間培養して複合体を形成させた。その
後細胞溶解液を回収し全 RNA を調整して逆転写反応、リアルタイム PCR 法にて骨芽細胞、象牙
芽細胞のマーカー遺伝子の発現レベルを検討し分化誘導能の有無を検討した。さらに、アルカ
リホファターゼ（ALP）活性の測定と染色を行い分化の指標とした。また、複合体をそのまま固
定し ALP 活性染色、未分化な状態を保ったままの可能性も考慮して、CD105, CD44 等の間葉系
の幹細胞マーカーによる免疫染色も行った。さらに、（３）の動物モデルを用いた検討と並行し
て、破骨細胞系による吸収等についての評価の一部として、象牙質あるいは人工骨補填材存在
下での破骨細胞分化を骨髄細胞の混合培養系で評価した。 
 
（３）動物モデルを用いた骨補填材としての機能の検討 
象牙質顆粒あるいは人工骨補填材と幹細胞を共に培養して形成される凝集塊、骨補填材/幹細
胞複合体（骨補填材/幹細胞ハイブリッド骨補填材）を、ヌードマウス皮下に埋植し、経時的に
作製した組織切片の組織化学的、免疫組織化学的解析を行い、幹細胞の組合せの有無による組



 

 

織応答変化について解析した。埋植後 3週間および埋植後数か月から 1年と長期間の経過につ
いて検討した。また、長期間経過後の組織解析では骨補填材が代謝回転に組み込まれているか
どうか、骨様組織の形成と破骨細胞系による吸収等の代謝回転についての検討も行った。なお、
本実験は朝日大学動物実験専門委員会の承認（承認番号 16-025, 17-017）を得て、「朝日大学
歯学部動物実験管理規定」を遵守して実施した。 
 
（４）象牙質顆粒から徐放される有効成分のスクリーニング 
既に予備実験等で、オートクレーブ滅菌後の象牙質が細胞遊走、接着、増殖を促進する作用
を有している可能性を見出したが、それが象牙質から溶出する可溶性ファクターによるものか、
培地の血清成分が象牙質に沈着して細胞が利用しているのかを明らかにする必要がある。その
ため、新鮮象牙質を比較対照として、タンパク質成分を抽出し SDS ポリアクリルアミド電気泳
動を行って比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
象牙質と幹細胞を組合せたハイブリッド材料を骨補填材へと応用するため、（１）組合せる幹
細胞の動態解析と、（２）作製したハイブリッド材料の動物モデルへの移植後の評価を行い、さ
らに（３）象牙質顆粒から徐放される有効成分のスクリーニングを行い以下の結果を得た。 
 
（１）象牙質あるいは比較対照とした人工骨補填材（水酸化アパタイト（HA）、β-TCP）と共に
骨髄由来または歯髄由来幹細胞を 7日間培養して複合体を形成させた。一部を固定後、一部は
その後も培養を継続し、7 日ごとに細胞溶解液を回収して全 RNA を調整し、リアルタイム PCR
法にて骨芽細胞、象牙芽細胞のマーカーの mRNA 発現レベルを検討したところ、象牙質顆粒およ
び HA との複合体で、骨芽細胞マーカーである I型コラーゲン、アルカリホスファターゼ（ALP）、
オステオカルシンの発現レベルが上昇し、象牙質顆粒を用いた群では I型コラーゲンの発現上
昇が顕著であった。また ALP 活性染色でも、象牙質顆粒および HA 群で濃染され ALP 活性の上昇
がみられた。 
歯髄由来幹細胞を用いた試料では、象牙質顆粒群で象牙質リンタンパク質（DPP）の mRNA 発
現上昇がみられ、象牙質顆粒には HAと同等の骨芽細胞様細胞への分化誘導能と、歯髄由来幹細
胞においては象牙芽細胞様細胞への分化誘導にも作用することが示唆された。 
さらに、骨髄由来細胞混合培養系を用いて破骨細胞分化を検討したところ、象牙質顆粒存在
下で活性型ビタミンＤを添加し培養した群では TRAP 陽性の巨細胞が多数観察された。これに対
して人工骨補填材を用いた群では TRAP 染色性も象牙質群と比較して低く、巨細胞はみとめられ
なかった。 
 
（２）象牙質顆粒あるいは人工骨補填材と幹細胞を共に培養して形成される凝集塊状のハイブ
リッド材料を、ヌードマウス皮下に埋植し、埋植 3週間後および 6週間後に固定後、組織化学
的、免疫組織化学的に検討したところ、埋植後 3週間の組織で、象牙質ハイブリッド材料埋植
群に顕著に TRAP 陽性細胞が観察された。また、形態を観察すると、象牙質顆粒周囲に管腔構造
が多数みられ、血管内皮細胞マーカーの免疫染色を行ったところ、象牙質ハイブリッド材料群
で CD34 陽性細胞が多数観察された。 
埋植後 6週間では、象牙質ハイブリッド材料群で移植材料周囲に一層の骨様組織が形成され
ており、骨様組織誘導能がみとめられた。また移植した幹細胞については、ヒト核抗原陽性の
骨髄由来細胞は骨芽細胞マーカー陽性であり、歯髄由来細胞は未分化幹細胞マーカーである
CD105 陽性細胞が散見され, いずれも移植後の組織で生存するも分化動態は異なっていること
が示された。特に、象牙質ハイブリッド材料群で移植材料周囲にオステオカルシン陽性かつヒ
ト核抗原陽性細胞が多数みられ、骨髄由来幹細胞が埋植後も組織で生存し、骨芽細胞様に分化
していた。 
 
（３）滅菌象牙質中の有機成分について、新鮮象牙質と比較検討したところ、滅菌象牙質では、 
タンパク質の溶出量が新鮮象牙質と比べて減少しており、また、低分子化もしていたが、新鮮
象牙質の抽出物と同様の電気泳動パターンを示し、タンパク質の糖鎖成分であるシアル酸や複
合多糖類のムコ多糖も検出された。 
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