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研究成果の概要：インプラント治療において骨量が不足した場合には自家骨移植が最も有

用である。しかし，大量の移植骨を必要とする場合には骨採取部の侵襲が大きくなること

から，低侵襲な骨造成法の開発が望まれてきた。そこで本研究では，培養・増殖させたイ

ヌ由来の未分化間葉系細胞と生体内吸収性の人工骨であるβ－TCP を組み合わせた細胞
ハイブリッド型人工骨を作製し，この人工骨を用いた骨再生の可能性について実験的に検

討した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 2,400,000 720,000 3,120.000 

2008年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 105,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 
キーワード：生体材料，未分化間葉系細胞，顎骨再生，実験的研究 
 
１．研究開始当初の背景 
インプラント治療における骨造成には自

家骨移植がもっとも有用であるとされてい
る。しかし，大量の移植骨を必要とする場合
には骨採取部の侵襲が大きくなることから，
低侵襲な骨造成法の開発が望まれてきた 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は最小限の手術侵襲でより

効果的な骨の再生方法を確立するために，

ミクロンオーダーの多孔性幾何構造を有す

るハニカム型β－TCP と培養・増殖させたイ

ヌ由来の未分化間葉系細胞とを組み合わせ

ることによって，細胞ハイブリッド型人工

骨を作製し，この人工骨をインプラント周

囲に移植して骨の再生過程を形態学的に明

らかにすることである。 

 
３．研究の方法 
(1) 実験動物および骨髄細胞の採取 
実験には体重約 12ｋｇのビーグル犬（雌）を
6頭用いた。骨髄細胞の採取は Kushida らの
方法（STEM CELLS 2000: 18: 453-456)に準
じ，還流法にて採取した。すなわち，大腿骨



骨幹部に 16G の注射針を 2箇所刺入し，リン
酸緩衝生理食塩水（100U ノボヘパリン，100U
ペニシリン Gおよび 100 uｇ/ml ストレプ
トマイシンを含有）を還流させて骨髄を採取
した。この骨髄から比重遠沈法によって得ら
れた中間層画分の細胞を D-MEM/10%FBSt中で 
培養し，初期付着細胞を未分化間葉系細胞
（BMSC)として使用した(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．還流法による骨髄の採取 

 
（2）未分化間葉系細胞（BMSC) の機能の確
認 
採取した BMSC の機能を検証するために 1

×105k 個の細胞を 6cm dish に播種して骨芽
細胞分化培地（MSCGM BulletKitt, 
Osteogenic, Cambrex)および脂肪分化培地
（MSCGM Bullet, Adipogenic, Cambrex)中で
それぞれ 6週間培養した。次いで，アルカリ 
フォスファターゼ（ＡＬＰ）染色およびオイ
ルレッド－O染色を行い，骨芽細胞化および
脂肪細胞化を確認した （図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．BMSC の分化能の確認 

 
(3)細胞ハイブリッド型人工骨の作製 
 直径３mm ，厚さ１mm の円盤状に成型され
たβ-ＴＣＰに直径 300μm の孔が 37 箇所形
成したものをハニカム型β-ＴＣＰ（以下 37
Ｈ）として使用した。それぞれの実験動物か
ら採取した BMSC を２×105 個/ml の濃度で
37Hとともに12時間遠心管内で培養したもの，
および培養液中に rhBMP-2(アステラス製薬
より供与）5μg/ml を添加して培養したもの
をそれぞれ細胞ハイブリッド型人工骨とし
て実験に使用した（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 37Ｈにおける BMSC の培養 3日目の所見 
 
 
 
 
 

 
図 4. 37H における BMSC の培養所見 (走査電
顕所見) 
  
また,骨芽細胞へ分化させた細胞より mRNAを
抽出し、RT-PCR 法により mRNA の発現を調べ
た。その結果，いずれの細胞においても Runx2 
および osteocalcin の mRNA の発現が検出さ
れ，骨芽細胞への分化能が確認できた (図
４)。 
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順 
小臼歯を各３本抜歯後３ヶ月経過
以下の実験を行った。両側の下顎
×５mm の骨欠損を２箇所ずつ形
部へ直径 4.0mm，長さ 11.5mm の
 Mark Ⅲ TiUnite (Nobelbiocare) 
。次いでハニカム型β-ＴＣＰ（37
BMSC を混合した 37H，および rhBMP
37Hをそれぞれインプラント周囲
。また，骨欠損を形成し，何も移
となく閉創したものを対照とした
 

 
ントの植立 37Hによる骨造成 



 
(5)観察法 
術後 28日および 84日目に下顎骨を摘出した。
次いで試料を通法に従ってポリエステル樹
脂にて包埋し，非脱灰研磨片を作製した。次
いでトルイジンブルー染色を施し，光顕的に
観察し，骨欠損部における骨の再生状態を比
較検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 結果 
対照のインプラントは術後 84日目において
もその表面の大部分は結合組織によって覆
われていた。37H のみを移植したインプラン
トでは，骨断端から 37H の表面に沿って新生
骨の形成を認めたが，術後 84 日目において
も骨とインプラントの直接接触は一部に見
られたのみで，その表面の広い範囲が結合組
織によって覆われていた（図 5-A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 5-A 術後 84 日目の組織所見 
 
BMSCを混合した37Hを移植したインプラン

トも骨との接触は少なく，37H 単独の場合と
ほぼ同様の所見を呈していた。 
一方，rhBMP-2 を添加した 37H を移植した

インプラントでは，術後 28 日目より 37H の
表面や孔内にも骨形成を認め，84 日目では
37H 表面に沿って形成された新生骨がインプ
ラント表面の広い範囲で直接接していた(図
5-B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 5-B 術後 84 日目の組織所見 
rhBMP-2 を添加した BMSC を混合した 37H

を移植したインプラントにおいても，術後 28
日目より 37H 表面に沿って新生骨を認め，術
後 84 日目では広い範囲で新生骨とインプラ
ント表面との直接接触が見られた（図 5-C）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 5-C 37Ｈ＋BMSC＋rhBMP-2 の組織所見 
 
(2)結果に対する考察 
インプラント周囲に形成した骨欠損部に

おける骨再生には 37Ｈに BMSC を混合しただ
けでは有効性は認められず，rhBMP-2 を添加
することで効果的な骨再生が可能となった。 
 したがって，細胞ハイブリッド型人工骨に
用いる細胞には未分化間葉系細胞の状態で
はなく，rhBMP-2 によって骨原性細胞に分化
誘導させた細胞の方が骨再生には有用であ
ると考えられる。 
 
(3)得られた成果の国内外における位置付け
とインパクトおよび今後の展望 

骨組織の再生に必要な３大要素は幹細胞，

Scaffold および成長因子であり，これらの

全ての条件を満たすことによって適切な再

生が可能となる。本研究では，これら３大

要素の中で，特に基質のμm単位の構造が細

胞増殖・分化ならびに組織形成に大きな影

響を与えるという，Scaffold の幾何学的な

側面に着目し,ハニカム構造を有するβ

-TCPをScaffoldとした細胞ハイブリッド型

人工骨を作製し，インプラント周囲におけ

る骨再生に応用する点が先駆的かつ独創的

であったと思われる。さらに，このハニカ

ムβ-TCP を Scaffold とした細胞ハイブリッド型

人工骨を用いることによって，新たな顎骨再建

治療の戦略として，口腔外科の臨床に貢献す

るものと考える。 

今後は顎堤の骨吸収やインプラント周囲

における歯槽骨欠損など比較的小さな骨欠

損における骨再生のみならず，複雑な 3 次

元形態を有する顎骨に対しても細胞ハイブ

リッド型人工骨を用いた顎骨の再生方法の
37H＋BMSC 37H+BMP-2 

対照 37H単独 

術後28日目の所見 術後84日目の所見



確立が必要であると考えられる。 
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