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研究成果の概要（和文）：歯科インプラントは、天然歯と比べると接着能や防御能が歯周組織よりも弱く、細菌
が侵入しやすいと考えられている。インプラントを周囲からの感染から守るに歯肉の防御力を高める必要があ
る。本研究では、細胞シート培養法を応用した歯肉由来上皮細胞細胞シートおよび口唇由来線維芽細胞シートを
用いてインプラント周囲の歯周組織組織の再生を試みた。また、インプラント周囲の調和のとれた組織を獲得す
るためにDFAT細胞を用いた骨再生誘導を行った。

研究成果の概要（英文）：Dental implants are considered more susceptible to infection than natural 
teeth because their adhesive and protective capacities are weaker than those of periodontal tissues.
 Gingival defenses need to be enhanced to protect implants from infection from the surrounding area.
 In this study, we attempted to regenerate peri-implant periodontal tissue tissues using 
gingiva-derived epithelial cell sheets and lip-derived fibroblast cell sheets based on the cell 
sheet culture method. In addition, bone regeneration induction using DFAT cells was performed to 
obtain harmonious peri-implant tissues.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は細胞シートを応用した歯肉由来上皮細胞細胞および口唇由来線維芽細胞による軟組織再生とDFAT細胞を
用いた骨再生により軟組織および硬組織を含めた歯周組織の再生を検討した。これらの再生によりインプラント
周囲の生体を模倣した周囲組織の再生の可能性が示された。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 喪失した歯を回復させる補綴治療として歯科インプラント治療が確立されてきた。インプラ
ントの基本構造であるインプラント体は人工歯根として歯槽骨内に埋入され、歯槽骨と
osseointegrationにて強固に結合する。アバットメントは上部構造とインプラント体を連結する役
割があり、アバットメント－インプラント連結部およびアバットメント－上部構造連結部は歯
肉の内部に位置している。 
天然歯の歯肉溝底部では接合上皮が存在し、接合上皮とエナメル質は内側基底板を介してヘ
ミデスモゾーム結合により接合上皮性付着が得られている。エナメル－セメント境下では、セメ
ント質が存在し、セメント質と歯肉結合組織はセメント歯肉線維を介して結合組織性付着が得
られる。これらの軟組織のシーリングによって細菌の侵入を防いでいる。一方、インプラント周
囲組織は天然歯のような結合組織や上皮の付着はあるものの、エナメル質およびセメント質が
ないため、それに付着するヘミデスモソーム結合やコラーゲン線維はない。そのため接着力は弱
く、感染への防御機能も弱いと考えられている。そこで生体の構造をより再現し、接合上皮性お
よび結合組織性付着を得るためにインプラントの基本構造であるアバットメントに歯肉のシー
リング（mucointegration）を付与することを考えた。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は軟組織細胞シートを利用し、アバットメントへ mucointegrationを付与し、イン
プラント周囲の細菌感染の防御機構を整えることである。上皮性付着に加え、結合組織付着を得
ることでより強固な結合を獲得し、インプラントを周囲の歯周組織と調和のとれたオルガノイ
ド構造として機能させる。また歯肉の薄さや角化歯肉の不足はバリア機能が弱くなる要因とも
され、インプラント周囲の環境を整えるために口蓋歯肉より歯肉を採取・移植する、遊離歯肉移
植術や結合組織移植術を行うことも少なくない。接合上皮および結合組織の付着を可能とする
ことで組織の移植が不要となる可能性も大いに考えられる。そうなればインプラント周囲のバ
リア機能を高めるだけでなく、患者に与える侵襲を軽減が可能となり QOLの向上も期待できる。 
 
３． 研究の方法 
in vitro研究 
１）歯肉由来上皮細胞および口唇由来線維芽細胞を用いた細胞シートの作製 
細胞シートの作製するために温度応答性細胞培養器材等の使用する培養ディッシュの検討を行
う。また、再現性のある細胞シートを獲得するために歯肉由来上皮細胞の播種密度や培養ディッ
シュへのコーティング方法の検討などを行う。さらに、細胞シートの回収が可能となる培養条件
および培養時期、回収方法について検証を行う。作製した細胞シートの組織標本を作製して細胞
シートの組織学評価を行う。 
２）上皮細胞シートおよび線維芽細胞シートの積層 
作製した歯肉由来上皮細胞シートと口唇由来線維芽細胞シートを積層し軟組織複合シートの作
製を検討する。積層方法を確立させるため、温度応答性細胞培養ディッシュの冷却時間や積層時
の細胞シート同士の接着に必要な時間を検証する。 
３）チタンディスクの作製および細胞シートのインテグレーションの獲得 
チタンプレートを作製し、上記で作製した細胞シートとチタンプレートのインテグレーション
の検討を行う。 
in vivo研究 
１）軟組織シートアバットメントの生体内における機能の評価 
ラットの口腔内にて抜歯を行い、インプラント体を埋入する。免荷期間後に 2次手術を行い、イ
ンプラント体に作製したアバットメントを装着し、縫合を行う。アバットメントと周囲組織との
再生、修復の効果を明らかとするために経日的にサンプリングを行い、以下の項目を評価する。 
① マイクロ CT による埋入部の治癒状態の評価を行う。 
② 組織標本を作製してアバットメント周囲の組織学的な検索を行う。 
③ 周囲組織とのシーリングを評価する。 
対照群として従来のアバットメントのみを装着したものを使用する。また、インプラント体周囲
組織の足場を強化するために骨再生の研究も行う。 
２）DFAT細胞を用いたラット頭蓋骨欠損への骨再生誘導 
ラット頭蓋骨に直径 8mm の骨欠損を作製後、骨欠損に 2 次元培養および 3 次元培養を行った
DFAT細胞を補填し、骨形成能の効果を明らかとする。経日的にサンプリングを行い、以下の項
目を明らかにする。 
① マイクロ CTによる埋入部の骨硬化状態の評価を行う。 
② 組織標本を作製して組織学的な検索を行う。 



４．研究成果 
１）歯肉由来上皮細胞を用いた細胞シートの作製 
温度応答性細胞培養皿に歯肉由来上皮細胞（Ca9-22）を播種し、細胞シートを作製した。細胞シ
ートを作製するために適切な細胞数、培養日数、コーティング処理の検討を行った。検討の結果、
細胞を播種する前の前処理は無処理、ゼラチン処理に変化はなく、前処理無しで行うことした。
（Fig.1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２）口唇由来線維芽細胞を用いた細胞シートの作製 
温度応答性細胞培養皿に口唇由来線維芽細胞（KD）を播種し、細胞シートを作製した。細胞シ
ートを作製するために適切な細胞数、培養日数、コーティング処理の検討を行った。歯肉由来上
皮細胞シートと同様に前処理は処理、ゼラチン処理に変化はなく、前処理無しで作製可能である
ことがわかった。（Fig.2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3）細胞シートの回収 
経日的に観察を行い、温度応答性細胞培養皿 37℃から 20℃に冷却し、細胞シート回収用支持体
を用いて各種細胞シートを回収した（Fig.3）。 
細胞シートの回収時間は細胞シートとディッシュの接着具合を観察しながら行う必要があるこ
とがわかった。それぞれ組織標本を作製し、HE染色および免疫組織染色を行い、組織的分析を
行った（Fig.4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3）チタンプレートへの mucointegraionの獲得 
直径 20mm×1.5mmのチタンディスクを作製した。チタンディスク上に各種の細胞シートを播種
し、インテグレーションの獲得を検討した。 
4）DFAT細胞を用いたラット頭蓋骨欠損への骨再生誘導 
ラット頭蓋骨に直径 8mm の骨欠損を作製し、骨欠損に 2 次元培養および 3 次元培養を行った
DFAT 細胞を補填して骨形成能の評価を行った。3次元培養をした DFAT 細胞を埋入した群では
2次元培養と比較し有意に骨形成が認められた。また、骨分化誘導を行った 3次元培養 DFAT群
においても骨分化誘導を行った 2 次元培養 DFAT 群と比較して有意に骨形成が認められ、イン
プラント周囲の環境を整えることが可能と考えられた（Fig.5,6）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（Fig.5,6：Regenerative Therapy 18, 2021より改変） 
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