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研究成果の概要（和文）：純化ヒト歯髄幹細胞から3次元培養し作製した細胞塊(3D hDPSCs)を、免疫不全マウス
の抜歯窩に移植し、顎骨壊死予防への有用性を評価した。2次元培養したヒト歯髄幹細胞(2D hDPSCs)の移植では
顎骨壊死を予防することができなかったが、3D hDPSCsの移植では抜歯窩が上皮で被覆され骨露出を認めなかっ
た。3D hDPSCsを移植した群では2D hDPSCsを移植した群と比較し、骨形成を認め、empty lacunaeの割合が有意
に低かった。また、3D hDPSCsはFGF2の発現が高いことが確認された。3D hDPSCsに発現するFGF2が、顎骨壊死予
防に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the usefulness of 3D cultured human dental pulp stem cells (3D 
hDPSCs) in preventing osteonecrosis of the jaw by transplanting them into the tooth extraction 
sockets of immunodeficient mice. Transplantation of 2D cultured human dental pulp stem cells (2D 
hDPSCs) was unable to prevent osteonecrosis of the jaw, but transplantation of 3D hDPSCs covered the
 tooth extraction socket with epithelium and no bone exposure was observed. Compared to the group 
transplanted with 2D hDPSCs, the group transplanted with 3D hDPSCs showed bone formation and the 
rate of empty lacunae was significantly lower. In addition, it was confirmed that 3D hDPSCs 
expressed high levels of FGF2. These results suggest that FGF2 expressed in 3D hDPSCs contributes to
 the prevention of osteonecrosis of the jaw.

研究分野： 再生医学

キーワード： 歯髄幹細胞　顎骨壊死　フローサイトメトリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤関連顎骨壊死（MRONJ）は、ゾレドロン酸やデノスマブといった骨吸収抑制薬等により生じる顎骨壊死であ
る。MRONJは一般に保存療法では治癒までに期間を要することが多く、外科療法では手術侵襲を伴う。そのため
に予防が重要となるが、抜歯により発症するリスクが高いため、抜歯時の予防手段を構築する必要がある。本研
究では、抜歯時のMRONJ予防における3次元培養した歯髄幹細胞移植の有効性を示す社会的意義のある研究である
と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
薬剤関連顎骨壊死（MRONJ）はゾレドロン酸(ZA)やデノスマブといった骨吸収抑制薬(ARA)等に

より生じる顎骨壊死である。MRONJ は骨硬化から腐骨形成へと経時的に変化していくため初診時
の状態により違いはあるが(Yasui et al. Dentomaxillofac Radiol. 2023)、一般に保存療法で
は治癒までに期間を要することが多く、外科療法では手術侵襲を伴う。そのために予防が重要と
なるが、抜歯により発症するリスクが高いため抜歯時の予防手段を構築する必要がある(Yasui 
et al. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2021)。 
歯髄には、骨髄と同様に骨・軟骨・脂肪等への多分化能を有する幹細胞の存在が知られている。

これらの歯髄幹細胞（DPSC）は、増殖能が高く、比較的採取しやすいため、組織再生のための細
胞ソースとして盛んに研究が行われている。しかしながら、従来行われている接着培養法で DPSC
を分離すると、異なるフェノタイプを有する細胞が混入し、雑多な細胞集団となる可能性が否定
できない。そのため、分離培養した細胞間で増殖能や骨形成能に差が生じ、目的通りの移植効果
を担保する「質」を得ることが困難である。そこで、われわれはヒト歯髄幹細胞(hDPSC)分離マ
ーカーを同定し、LNGFR(CD271)およびThy-1(CD90)が有効なマーカーであると報告した(Yasui et 
al. Journal of Dental Research. 2016)。また、フローサイトメトリーにより純化した hDPSCs 
(LNGFRLow+THY-1High+ hDPSCs)が高い増殖能および骨形成能を示すことを報告した。3次元培養した
細胞凝集塊は Cell-cell and cell–extracellular matrix (ECM) interactions により細胞間の
相互作用を効果的に高め、細胞機能の向上に寄与すると考えられる。 
本研究では、3 次元培養した純化 hDPSCs を ARA 投与マウスの抜歯時に移植することにより、

顎骨壊死予防の効果を評価する研究を行った。 
 

２．研究の目的 
MRONJ は ARA 投与後の抜歯を契機に発症することが多い。そこで、ARA 投与後の免疫不全マウ

スの抜歯窩にフローサイトメトリーにより純化した LNGFRLow+THY-1High+hDPSCs を 3 次元培養して
移植し、顎骨壊死予防への有用性について評価することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
（１）免疫不全マウスを用いた顎骨壊死モデルの作製 
C57BL/6J マウスでの Kuroshima ら (J Bone Miner Res 2018)の MRONJ モデル作製方法を参考

にして、hDPSCs 移植後の拒絶反応を避けるため NOD/SCID マウス (NOD/ShiJic-scidJcl 
immunodeficient mice, CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan)にて MRONJ モデルを作製した。ZA 
(Zometa; Novartis, Stein, Switzerland) 250μg/kg およびシクロホスファミド(CY, C7397; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 100mg/kg を 2回/週、3週間腹腔投与した後に右側上顎
第一臼歯の抜歯を行い、MRONJ モデルマウスを作製した。 
 
（２）三次元培養した LNGFRLow+THY-1High+hDPSCs の顎骨壊死予防への有用性の評価 
①ヒト歯髄幹細胞の分離および培養 
抜去智歯より歯髄を採取し、2 mg/mL collagenase と 4 mg/mL dispase(Wako, Osaka, Japan) 

for 1 h at 37°C により処理を行った後、歯髄幹細胞に特異的なマーカーである LNGFR および
THY-1 を用いて、フローサイトメトリーにて歯髄幹細胞の分離を行った(Yasui et al. Journal 
of Dental Research. 2016)（図 1）。LNGFRLow+THY-1High+の分画より分離した細胞の増殖能、骨形
成能が高いという結果が得られていることから、この分画の細胞を用いて実験を行った（図 2）。 
 

（図 1）歯髄幹細胞の分離方法           （図 2）歯髄幹細胞の FACS プロファイル 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



②細胞の調整 
フローサイトメトリーによる細胞分取後に、LNGFRLow+THY-

1High+hDPSCs を 20％FBS 添加 DMEM にて 10 cm dish 上で培養し
た。2~3 継代した 3×105個の歯髄幹細胞を U底プレート(Ultra-
Low Attachment Plates, Corning)にて 3次元培養し細胞塊を作
製した。これを 3D hDPSCs とした。一方、10cm dish で培養した
細胞を 2D hDPSCs とした。 
 
③細胞移植 
右側上顎第一臼歯の抜歯時に、LNGFRLow+THY-1High+hDPSCs の 2D

細胞(2D hDPSCs)および 3 次元培養した 3D 細胞塊(3D hDPSCs)
を、ZA と CY 投与後の NOD/SCID マウス抜歯窩に移植した（図 3）。 

 

④組織学的評価 
移植 4週後にマウスを屠殺し、上顎骨を 4% PFA で固定した。10% ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA)にて脱灰後、パラフィン包埋し矢状断に切片を作製した。ヘマトキシリン・エオジ
ン染色を行い、抜歯窩の Empty osteocytic lacunae の割合を算出した。 
 
⑤マイクロ CT による骨の解析 
移植 4週間後に、Cosmo Scan FX (Rigaku Corp., Tokyo, Japan)を用いて、マイクロ CT によ

る右側上顎抜歯窩の撮影を行った。撮影条件は field of view = 10 mm, 90kV/88mA とした。 
新生骨の解析および骨の構造解析を TRI/3D-Bon を用いて行い、Trabecular parameters 
including bone fill, trabecular number (Tn.N), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular 
separation (Tb.Sp), bone mineral density (BMD) について解析した。 
 
（３）LNGFRLow+THY-1High+hDPSCs の 2D 細胞と 3D 細胞塊の遺伝子発現の比較 
リアムタイム PCR にて 2D hDPSCs と 3D hDPSCs が発現する遺伝子(FGF2, TGF-b, Pdgfb, EGF2, 
CTGF)を比較した。 

 

４．研究成果 
（１）免疫不全マウスを用いて MRONJ モデルを作
製 
NOD/SCID マウスに ZA 250μg/kg および CY 

100μg/kg を 3 週間投与した後に抜歯を行い、マ
ウス MRONJ モデルを作製した。抜歯 4週間後の口
腔内所見で、抜歯窩は粘膜上皮に被覆されず骨露
出を認めた（図 4）。ヘマトキシリン・エオジン染
色による組織学的評価では、骨梁内に empty 
lacunae を多数認め、広範囲の壊死骨と、上皮欠
損が確認された。empty lacunae の割合は生理食
塩水投与群と比較し有意に高かった（P < 
0.001）。マイクロ CT による評価では、抜歯窩内
の新生骨の割合が生理食塩水投与群と比較し、
MRONJ 群では有意に少なかった。また、骨の構造
解析では、BV/TV、Tb.Th、BMD において、MRONJ 群
は生理食塩水投与群と比較し有意に低い値を示
し(P = 0.001, P = 0.004, P = 0.007)、Tb.Sp
は高い値を示した(P < 0.001)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 3）hDPSC 3D細胞塊の抜歯窩への移植 

（図 4）生理食塩水投与群と MRONJ 群 



 

（２）抜歯窩への LNGFRLow+THY-1High+ hDPSC 移植による MRONJ 予防 
NOD/SCID マウスに ZA250μg/kg および CY100μg/kg を 3 週間投与した後に抜歯を行い、2D 

hDPSCs および 3D hDPSCs を抜歯窩に移植した。 
抜歯 4 週間後の口腔内所見で、2D 

hDPSCs 移植群では、抜歯窩は粘膜上皮
に被覆されず、骨露出を認めた。ヘマ
トキシリン・エオジン染色による組
織学的評価では、骨梁内に empty 
lacunae を多数認め、広範囲の壊死骨
と、上皮欠損が確認された。一方、3D 
hDPSCs を移植した群では、抜歯窩は
粘膜上皮で被覆され骨露出を認めな
かった（図 5）。3D hDPSCs を移植し
た群では、MRONJ Control 群および
2D hDPSCs 移植群と比較し、empty 
lacunae の数は有意に少なかった（P 
= 0.002, P = 0.038）。マイクロ CT
による抜歯窩内の骨形成について評
価を行った。3D hDPSCs 移植群では
2D hDPSCs 移植群と異なり、コントロ
ール群と比較して骨形成が認められ
た。3D hDPSCs 移植群では、MRONJ 
control 群および 2D hDPSCs 移植群
と比較し有意に高い BV/TV と(P = 
0.003, P = 0.004)、低い Tb.Sp を示
した(P = 0.004, P = 0.002)。
LNGFRLow+THY-1High+ hDPSCs の 3D 細胞
塊の移植は顎骨壊死予防に有用であ
ることが示唆された。 

 

（３）リアルタイム PCR による LNGFRLow+THY-1High+ hDPSCs の遺伝子発現の評価 
3D hDPSCs では 2D hDPSCs と比較し FGF2 の高発現を認め(P = 0.038)、3D hDPSCs の顎骨壊死予
防や骨再生に寄与している可能性が示唆された。 

（図 5）抜歯および hDPSCs 移植 4週間後 
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