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研究成果の概要（和文）：骨・歯周組織再生治療において骨移植術,組織再生誘導法,生理活性物質の利用,細胞
移植等が実践されている。特に,細胞移植療法は細胞採取の侵襲, 幹細胞数, 分化コントロール手法の確立等の
課題と共に実用化に関わるコスト, チェアサイドまでの時間等, 解決すべき点が少なくない。そこで細胞移植を
行わず, 最大限に宿主細胞の動員と賦活化,創傷治癒の安定化を計るin situ（欠損内での）組織工学アプローチ
の確立を目的に実験動物を用い検証を行った。その結果, 新たな生理活性物質（rhBMP9）, 物理刺激（超音波パ
ルス波）や欠損改変（骨髄穿孔）を行うことで, 安全かつ効果的に骨・歯周組織再生が認められた。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is a globally prevalent inflammatory disease that causes 
destruction of periodontal tissues. In the past 4 decades, a variety of procedures, including bone 
grafting, guided tissue regeneration, and the use of growth factors (GFs) have been performed either
 alone or in combination to accomplish periodontal regeneration. More recently, tissue engineering 
technologies using scaffolds, GFs and cells have been reported for regenerative medicine. However, 
all current approaches have been shown to have variable outcomes and limitations. To obtain 
favorable periodontal healing, there is an ongoing need to develop more reasonable therapeutics 
based on self-repair capacity in injured periodontal defects where the progenitor/stem cells from 
neighboring tissues can be recruited for in situ periodontal regeneration. Thus, a novel periodontal
 regenerative therapy using rhBMP9, bone perforation, and low-intensity pulsed ultrasound that avoid
 cell transplantation was developed.

研究分野：歯周病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周炎は歯周組織の破壊や歯の喪失をきたす世界的に広く蔓延する細菌感染症である。これまで歯周組織の再生
を目的に骨移植術、組織再生誘導法、生理活性物質の利用、これらの併用といった様々な治療法が実践されてい
る。近年は体外からの細胞移植が試みられている。しかしこれらのアプローチによりもたらされる結果はばらつ
きが大きく、その限界も指摘されている。そこで今回、体外から細胞導入を行わず歯周組織欠損「その場：in 
situ」内で、新たな生理活性物質、欠損形態の改変、微弱な超音波パルス波等を用い宿主由来の前駆細胞/幹細
胞を効率的に活性化し自己修復能を引き出すことで安全かつ効率的な骨、歯周組織再生療法を開発した。
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１．研究開始当初の背景 
 
人類史上,最も有病率の高い感染症の一つとされている歯周病により失われた歯周組織を回
復し,咀嚼機能や審美性の向上を目的とした歯周組織再生療法が盛んである。これまで歯周組織
再生療法として骨移植術, 組織再生誘導法, 各種シグナル分子（成長因子, エナメル蛋白）の
応用等が為されている。さらに近年では足場材とシグナル分子の応用に加え, 生体組織工学の
概念を具現化し, 積極的かつ多量の組織再生を目的とした細胞移植法が注目され, 骨髄由来間
葉系幹細胞（BMSCs）,iPS 細胞, 脱分化脂肪細胞等を細胞ソースとした骨・歯周組織再生が報
告 1,2され期待が寄せられている。しかし細胞採取の侵襲, 限られた幹細胞数, 分化コントロー
ル手法の確立, 外来遺伝子の導入等の課題と共に実用化に関わるコスト, チェアサイドに至る
までの時間のコントロール等,解決すべき点が少なくない。 
これまで申請者は上記因子の検討を行ってきたが, 1)吸収の遅い足場材料は骨再生を遅延さ
せる可能性があること 3,4,2）骨髄穿孔(IMP)による血液供給の促進が骨再生に有効なこと 5,残
存骨壁の少なく再生効果の低い歯周組織欠損においても 3) 意図的な欠損形態の改変とシグナ
ル分子を効果的に用いることで無細胞性セメント質,機能的な歯根膜再生が得られること 6を明
らかとした。これらのことから細胞移植を用いずに, 歯周組織欠損内（in situ）でシグナル分
子を吸収性の高い足場材と併用し, 戦略的に歯周組織欠損の環境整備と宿主細胞の賦活化を計
ることでさらに簡便にかつ効率的に歯周組織再生を誘導すると考えられた。歯周組織には元来,
内在性の歯根膜幹細胞が存在し BMSCs よりはるかに高い増殖能があり 7, メカニカルストレス
を受けるとそれは 6倍になる 8こと, さらに多分化能を有する 9ことが知られている。また難治
性の骨折等に対して微弱な超音波パルス波（LIPUS）で刺激することで骨修復の過程に関わる
種々の細胞の遊走・増殖・分化が誘導され創傷治癒に関わるシグナル分子の発現が増加するこ
と 10が知られ, 整形外科領域を中心に近年, 研究報告が多くなされている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では骨・歯周組織再生治療において, 生体外から細胞移植を行うことなく新たなシグナ
ル分子としてリコンビナントヒト BMP9（rhBMP9）に着目し,生体材料（吸収性コラーゲンスポ
ンジ：ACS）さらにメカニカルストレスとして LIPUS や欠損の改変(IMP)を用いることで最大限
に宿主細胞の動員と賦活化,創傷治癒の安定化を計る in situ(欠損その場での)組織工学アプロ
ーチの有用性を検証し, 低侵襲かつ効率的な生体内完結型の骨・歯周組織再生療法の確立を目
的に以下の実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 
骨再生評価として①ラット頭蓋骨欠損モデル,歯周組織再生評価として②イヌ 2壁性骨内欠損
モデルを用いて in situ 組織工学アプローチの有用性を検証した。 
(1) 
実験系①ではラット（12 匹）の頭頂骨に径 2.7mm の骨欠損を外科的に作製（4欠損/匹）し, LIPUS
非照射群として１）コントロール（骨欠損のみ）:a群,２）ACS移植のみ（ACS）：b群, 3) ACS/rhBMP9
（1.0µg/部位）移植：c群を施術し, LIPUS 照射群として超音波出力値（30 mW/cm2）,パルス周
波数 1000 Hz,超音波プローブ(M・1.5MHz･平型)の条件で 4) コントロール+LIPUS: d 群, 5) ACS
移植+LIPUS: e 群, 6) ACS/rhBMP9 移植+LIPUS: f 群に分け週に 5回（20分/回）の LIPUS 照射
を行い 4週観察を行った。 
 
(2) 
実験系②でがイヌ（4匹）の下顎第 2前臼歯遠心と第４前臼歯近心に外科的に作製した 2壁性
骨内欠損（4欠損/匹）の一方には骨髄穿孔（IMP 群）を施し,もう一方は無処置(OFD 群)とした
後,歯肉弁を復位縫合し片側を LIPUS 非照射群とし,実験系（１）と同様の照射条件で対側は
LIPUS 照射群（IMP+LIPUS 群,OFD+LIPUS 群）とし,術後 1週より 3週間 LIPUS を毎日照射し４週
観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 組織形態計測の結果, f群でa群,b群,d群,e群に対して欠損閉鎖率において, またa群, b
群, c 群, d 群, e 群に対して新生骨面積率において統計学的に有意に高い値が認められた。こ
の結果よりrhBMP9の効果がLIPUSを併用することで骨再生により効果的に働くことが示唆され
た。LIPUS 刺激によって骨吸収因子である IL-6 ならびに血管内皮細胞成長因子である VEGF を
骨芽細胞様細胞より放出する事が報告されている。また BMP9 は BMP2 と同等もしくはそれ以上
の骨誘導能を有することが示されている。今回の結果は rhBMP9 の骨誘導能が LIPUS の血管新生
亢進ならびにリモデリングの活性化により増強されていたことに起因するものかもしれない。 
 



(2) 組織形態計測の結果, OFD+LIPUS 群と IMP+LIPUS 群の新生骨形成量は OFD 群より有意に多
く, 新生セメント質形成量は OFD+LIPUS 群が OFD 群, IMP 群より有意に多かった。これらのこ
とから LIPUS は２壁性骨内欠損においても歯周組織再生を効果的に促進することが示唆された。 
 
実験系(1)および (2)においていずれの実験系の個体においても術後（処置後）の術野の治癒遅
延・発赤・腫脹等は認められず, rhBMP9,ACS,IMP,LIPUS に生体為害作用はなく効果的に骨再生・
歯周組織再生を促したことからシグナル分子, 生体材料および機械的・物理化学的刺激を効果
的に組み合わせることで,生体外から細胞移植を行うこと無くin situ組織工学アプローチが有
効であることが示された。 
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