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研究成果の概要（和文）：近年、骨造成を目的とした骨補填材の開発が進み、小規模骨欠損がこの材料で治すこ
とが可能になったが、大型の骨欠損は未だに未解決の状態となっている。研究代表者の開発したヒト歯槽骨から
確立したヒト未分化骨芽細胞様細胞(HAOB)は生体内で造骨能力を有していることを報告してきた。そこで本課題
では臨床応用を視野にいれた開発を行うため、トレーサビリティーを有する原材料を用いたHAOBの採取プロトコ
ールを開発した。またHAOBはコラーゲンとアパタイトを組み合わせた3次元構造体と組み合わせることで、立体
的な造骨を誘導することを見出した。この結果よりHAOBは骨再生医療等製品として開発できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, significant advancements have been made in the development 
of bone replacement materials for osteogenesis, allowing for the healing of small bone defects. 
However, large bone defects remain a challenge. Human undifferentiated osteoblast-like cells (HAOB),
 established from human alveolar bone by the principal investigator, have demonstrated osteogenic 
potential in vivo.
In this project, we developed a protocol for collecting HAOBs using traceable raw materials, with 
the aim of progressing towards clinical application. Additionally, we discovered that HAOBs induce 
three-dimensional osteogenesis when combined with a three-dimensional structure of collagen and 
apatite. Our results indicate that HAOBs hold significant potential as a bone regenerative medicine 
product.

研究分野： 保存治療系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、急速に進歩を遂げた幹細胞・発生生物学の知見を駆使することで、様々な疾患に対する再生医療の実用化
が可能になった。歯科領域においても間葉系幹細胞移植により垂直性骨欠損の再生医療の治療効果は既に確認さ
れている。しかし現存の技術では水平性骨欠損を含む大型の骨欠損の再生には、従来技術における宿主の自己再
生能力に期待する技術では困難であり、垂直方向に骨造成するための革新的な再生医療の技術開発が必要にな
る。本課題ではHAOBを用いた臨床応用可能な造骨細胞ー足場材の複合体の形成に成功し、また早期に水平性骨欠
損部位に垂直方向への造骨を可能にする再生医療等製品として開発される可能性を示した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

再生医療の概念が 1995 年に提唱されてから 30 年以上経過しているが、大型の骨欠損を再生
する医療技術は未だに開発されていない。これまで骨再生医療には骨髄あるいは脂肪組織由来
の間葉系幹細胞が用いられてきた。これらの多くは足場に間葉系幹細胞を定着させ骨芽細胞分
化誘導を行い移植して造骨を期待する技術開発である。このような間葉系幹細胞を用いた組織
工学により垂直性骨欠損に対して早期に治癒を誘導する事は明らかとなり、臨床研究も既に開
始されている。また間葉系細胞は免疫反応を調節する抗炎症効果による創傷治癒の促進効果が
あるため、移植手術における侵襲と骨欠損部位における抗炎症効果で骨再生を導くと考えられ
ている。このように間葉系幹細胞の有用性は示されているもの、この技術では歯科領域において
長きに渡り待ち望まれている垂直方向の造骨、すなわち水平性骨欠損における再生効果は認め
られていない。その理由として造骨には間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化誘導が必要である
が、十分な誘導が出来ていないことが示されており、効率的な分化誘導法、骨芽細胞密度をあげ
る手法の開発が望まれている。この問題は、近年臨床応用の高まる iPS 細胞、ES 細胞を用いた
骨再生医療の実用化研究の足かにもなっている。 

そこで研究代表者は水平性骨欠損治療を可能にする骨再生材料の開発を目指して研究開発を
行っている。研究代表者の開発した HAOB は自家移植の環境のみで骨形成を誘導し、異種移植、
他家移植では骨形成を誘導できないことから、骨芽細胞は間葉系幹細胞と異なり免疫寛容能力
はなく、炎症や免疫学的拒絶から隔離した状態で骨形成に必要な環境を整える必要があると推
察している。我々はこの HAOB の持つ骨形成能を活かし、自ら積極的に骨造成が出来る移植材料
の開発を目指している。 
一方、産業技術総合研究所（産総研）マルチマテリアル研究部門の稲垣らは、ポリ乳酸系素材

を綿状に加工した生体吸収性移植材料（綿状 PLLA）の開発に成功しており、すでに小規模欠損
部位への綿状 PLLA の移植により骨再生が起こることを確認している。我々は綿状 PLLA の持つ
骨伝導能と、HAOB が有する造骨能を組み合わせることにより、これまでに成功していない、水
平性骨欠損の治療が可能な材料の開発を目指している。 
これまでの研究で、HAOB はβ-TCP と混合し、フィブリン糊で固定した状態で、免疫不全マウ

スの背部皮下に移植すると異所性骨形成を起こすことが確認されている（Aino et al., Expert 
Opin Biol Ther, 2014）。しかしながら綿状PLLA内に単に増殖させたHAOBを播種した材料では、
綿状 PLLA 単独に対して優位に造骨させることは出来ていない。これらの経験から、我々は HAOB
を用いて骨形成の原基である類骨を形成させ、移植に用いることで HAOB による造骨促進効果を
得られるのではないかと考え、３次元オルガノイド培養法を用いて HAOB を in vitro で細胞凝
集体にし、類骨に分化誘導した状態で移植に用いることを考案した。 
 
２．研究の目的 

水平性骨欠損の再生を誘導するために、本研究では膜性骨化を人為的に再現する技術開発計
画を立案した。本目的を達成するためには、骨芽細胞に運命決定された細胞の凝集体を形成し、
骨芽細胞へ分化後に I 型コラーゲンを中心とする類骨を形成し、石灰化して骨を形成する過程
を再現する組織工学技術が必要になる。類骨は骨形成初期に産生される有機質成分であり、骨芽
細胞前駆体が骨形成に必要とされる I 型コラーゲンとグライサアミノグリカンを中心とする細
胞外マトリックスおよびサイトカインから構成されている。骨芽細胞へ分化すると石灰化を誘
導して骨基質を構築し、その後に骨細胞、血管新生を誘導し、破骨細胞を動員して骨代謝を起こ
すと考えられている。類骨の骨に占める割合は 25％であり、骨芽細胞分化が傷害を受けると類
骨の形成不全が骨、軟骨の石灰化不全を起こす軟骨形成不全（クル病など）を発症することから、
正常な類骨形成が骨再生に重要な役割を果たすと考えられる。そこで本研究では類骨形成まで
の発生過程を人為的に再現するために、オルガノイドに着目した。オルガノイドは多細胞性の３
次元構造帯で、幹細胞、前駆体細胞を in vitro にて in vivo に近い流れで自発的に組織化を誘
導できる培養技術である。この技術はオルガノイド組織工学と呼ばれ、多数のオルガノイドを融
合させ、臓器機能不全にも対応できるまでの大きさを作成できるようになっている。この技術を
応用し、HAOB を用いて in vitro で類骨まで形成し、移植後に早期に類骨の石灰化を誘導して造
骨を図る計画を考えた。 

これまで骨芽細胞の研究は主に単相培養で行われてきており、骨芽細胞の分化マーカーであ
るアルカリフォスターゼ活性および石灰化、骨芽細胞分化マーカーの発現まで誘導出来る事が
報告されている。しかしこの手法で分化誘導した細胞が直接生体内で骨基質を産生した事象は
確認できていない。この問題を解決するため、生体内での造骨の起点となる骨化中心となる類骨
を HAOB とオルガノイド組織工学を応用して開発し、立体的な造骨を可能にする骨再生医療等製
品の開発研究を立案した。本研究は従来の組織工学では不可能であった大型骨欠損に対する革
新的な再生医療技術として発展するばかりでなく、これまで不明であった類骨形成を制御する
自己組織化機構を中心とする骨の発生学、骨軟化症を含む様々な骨系統疾患の病態機構の解明
を in vitro で可能にする新規研究領域として貢献する。 



 
３．研究の方法 
本研究課題では、HAOB を用いた類骨オルガノイドを形成する技術開発を行うために期間内に以
下の研究を実施する。 
(1) 類骨オルガノイド作製技術の開発 

HAOB を用いて類骨形成を誘導できる類骨オルガノイド作製技術の開発と生体内での骨再生
能力を確認する。 

(2) レギュラトリーサイエンスの確立 
類骨オルガノイド再生療法の医師主導治験を目指すため、HAOB の品質管理技術を確立する。

具体的には、HAOB の表面マーカーの決定とオルガノイドの規格設定を決定する。 
(3) 類骨オルガノイド組織工学の確立 

水平性骨欠損における造骨を可能にする類骨オルガノイドに最適な足場材を開発する。 
(4) 水平性骨欠損再生医療に対する非臨床proof of conceptの獲得 
  大型動物であるマイクロミニブタの水平性骨欠損モデルに３で開発した類骨オルガノイド
ー足場材の複合体を移植し、垂直方向への造骨能力を評価し、非臨床 proof of concept（POC）
を獲得する。 
 
４．研究成果 
研究代表者の開発したヒト歯槽骨から確立したヒト未分化骨芽細胞様細胞(HAOB)は生体内で造

骨能力を有していることを報告してきた。この研究では免疫不全動物の皮下移植で行って来た
が、PLLA との組み合わせで骨形成は見られなかった。そこで現在承認済の材料と組み合わせ HAOB
の骨形成を誘導できる材料との組み合わせを解析した。承認されている骨伝導能力を有する補
填材について炭酸アパタイト(サイトランス）、ウシ脱灰骨（Bio-Oss)、β-TCP（オスフェリオン、
セラソルブ）、ハイドロキシアパタイト（ネオボーン）、およびポンジ状構造で立体的な造骨を可
能にするリフィットデンタルとボナークと HAOB を組み合わせて骨形成を確認した。その結果、
HAOB とボナークの組み合わせで骨形成を誘導することができた。しかしこの研究では皮下移植
だったため、十分な骨形成を誘導することが出来なかった。そこ効率よく骨形成を誘導できる腎
被膜移植で HAOB-ボナークの効果を解析したところ、ボナーク全体に骨形成を誘導することが出
来た。 
並行してレギュラトリーサイエンスの研究を進めるため、HAOB の臨床応用を視野にいれた細胞

培養技術について、トレーサビリティーを有する原材料を用いた HAOB の採取プロトコールの作
成を行った。その結果、すべて目的に合う材料で作製した培地に関して、再生医療の対象となる
40 歳以上の 10 名の患者より HAOB を採取出来ることを確認した。 
これらの結果よりまた HAOB はコラーゲンとアパタイトを組み合わせたスポンジ状の足場と組

み合わせることで、立体的な造骨を誘導することを見出し、また HAOB の調整に関しても将来 GMP
準拠で使用可能な培地で製造できる基盤技術の開発を行うことが出来た。これらの結果より
HAOB は再生医療等製品として開発できる可能性を示した。 
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