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研究成果の概要（和文）： 
新たな侵襲を加えることなく採取された３０名の患者自己の顎骨骨髄由来の間質細胞を詳細に
分析したところ、年齢に関わらず、歯槽骨再生医療に必要な細胞数が確保できた。低血清培地
は 10%血清培地よりも細胞増殖能も骨分化能も高かった。低血清培地で培養した顎骨由来の間
葉系幹細胞はマウス背部でも骨形成を示した。一方、シャーレ内では高い骨分化能を示す細胞
は必ずしも生体内で高い骨形成能を示さないことが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We successfully acquired sufficient numbers of stromal cells from 30 patients’ alveolar bone marrow 
aspirates. We could get enough number of cells for alveolar bone engineering from elderly patients. Low 
level serum contained medium has higher potential of cell growth and differentiation compared with 
well-known 10% serum contained medium. Transplantation of alveolar bone marrow stromal cells into 
mouse showed heterotopic ossification. The cells which have high osteogenic activity in vitro did not 
show high bone formation in vivo. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２０１０年度 4,000,000 1,200,000 5,200,000 

２０１１年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

２０１２年度 7,100,000 2,130,000 9,230,000 

年度    

  年度    

総 計 14,700,000 4,410,000 1,9110,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・歯科補綴学一般 
キーワード：再生医療、骨再生、幹細胞、間葉系幹細胞、歯槽骨再生 
 
１．研究開始当初の背景 
バイオテクノロジー戦略大綱(H14.12.6 内閣
総理大臣決定)に基づき政府は平成 15年から
「再生医療の実現化プロジェクト」を立ち上
げたが，研究開始当初においても再生医療が
実現しているとはいえない状況であった。高
齢者の増加、歯周病の蔓延により歯の喪失後
に高度に歯槽骨（顎堤）が吸収することは，

その後の補綴修復治療に大きな妨げとなっ
ている。具体的にはインプラントの埋入も困
難となり，義歯も不安定になり，審美的にも
根本的な満足は得られない。 
補綴主導で歯槽骨再生医療を実現すること
は２１世紀の健康日本を実現するために必
須の課題である。なぜならば、最も歯槽骨不
足による補綴治療の困難さに悩み、骨増生の
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ニーズを感じているのは補綴治療を担当す
る歯科医師であり、人生の最後まで良く噛ん
でおいしい食事を摂取する事は人類のＱＯ
Ｌ維持のための最低限の条件の一つである
からである。 
我々はこれまでの中型動物実験を通して歯
槽骨増生の成功を左右する最も重要な要素
が「細胞の性能」ではないかと予想していた。
そして NEDO のシーズ育成調査結果から顎骨
からの幹細胞採取が可能になることが，今後
の歯科における歯槽骨再生医療の市場拡大
に繋がることを確認した。また発生学的には
歯槽骨は神経堤由来であり、中胚葉由来の長
管骨骨髄とは発生学的にも異なるため、顎顔
面領域の骨を再生するためには神経堤由来
の顎骨骨髄由来の体性幹細胞を用いる事が
歯槽骨再生の早さ、質、そして予後において
最もリーズナブルであろうと考えた。研究期
間中に山中教授が iPS細胞でノーベル賞を受
賞して国民の再生医療への期待は一気に高
まってきていた。しかし iPS 細胞の作製のみ
で再生医療は実現するものではない。基礎研
究と臨床を繋ぐトランスレーショナルリサ
ーチが充実してこそ基礎研究が国民の健康
に役立つのである。そして歯槽骨を再生させ
るためには iPS を使う必然性はなく、体性幹
細胞と骨補填材の複合体で十分骨は再生す
るはずなのだが、研究開始当初には、骨補填
材単独の移植や体性幹細胞を使った歯槽骨
の再生メカニズムは解明されてはいない状
況であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の将来目標は著しく骨吸収した歯槽
骨を安全・確実に再生するための歯槽骨再生
医療を確立することである。様々な理由で歯
を喪失した患者の顎堤は著しく吸収してい
ることが多く、予知性の高い補綴治療を行う
ためには補綴主導で骨を補綴(補填)するこ
とが理想である。しかし骨を増生する為に未
だ侵襲の大きい自家骨移植がゴールデンス
タンダードとされている。再生医療を実現す
るためには基礎から臨床そしてその臨床評
価までの全ての段階をコーディネートする
事が必要で、そのためには歯槽骨の再生メカ
ニズムを解明して、一つ一つエビデンスを積
み上げていく事が必要である。本研究では顎
骨骨髄間質細胞を用いた確実な骨再生に必
要で未だ解決していない①初代培養法の条
件設定、②細胞の表現形と分化能の関連③移
植細胞数と骨形成量の関連、④低血清での培
養法確立、⑤移植細胞の表現形とその細胞移
植後の骨形成との関連について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 初代培養法の条件設定 
ヒト顎骨骨髄液を患者（30 名, 22 歳から 78

歳）の同意を得た上でインプラント手術のフ
ァーストドリリング時に溢出する骨髄液と
して採取した（ヒト口腔組織由来骨原性幹細
胞の分離，同定と骨組織再生（長崎大学倫理
委員会承認番号：0738号））。採取した骨髄液
はプラスチック培養皿上に 5 x 104 WBC/cm2

で播種し，接着して増殖した細胞を顎骨骨髄
由来間質細胞として培養した。その後、累積
細胞増殖曲線を用いた細胞増殖能の検討と
in vitro での石灰化能の検討を行った。また
インプラント埋入計画のために撮影されて
いるＣＴデータを参考に採取部位の骨髄の
おおよそのＣＴ値を測定し、採取骨髄の質と
の関連性を検討した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 骨髄採取部位のＣＴ値測定例 
 
(2) 細胞の表現形と分化能の関連検討 
(1)で培養された顎骨骨髄由来間質細胞の細
胞膜表面抗原をフローサイトメトリーで分
析し、その後の in vitroでの骨分化能との
関連性を検討した。 
 
(3) 移植細胞数と骨形成量の関連 
骨分化能をもつ顎骨骨髄由来間質細胞を、炭
酸アパタイトと複合させ、SCIDマウス背部皮
下への移植実験を行い，in vivo での骨形成
能の検討を行った（長崎大学動物実験計画承
認番号：1007080866）．移植に用いなかった
細胞/炭酸アパタイト複合体の一部をエチジ
ウムブロマイド/アクリリンオレンジによる
２重染色を行い、細胞の生存状態を観察した。
炭酸アパタイトは（株）ジーシーの試作品で、
粒径 0.5～1.0mm のもの 40 mg を一か所に移
植した。移植６週後に組織片を回収し、固定、
脱灰後、連続切片を作成し、HE 染色を行った。 
 
(4) 低血清での培養法確立 
通常の骨再生医療では 400ml程度の採血によ
って患者血清を得て、細胞培養を行っている
が、患者負担が大きく、血清成分の違いによ
る培養成績の不安定性も懸念される。そこで
予備実験として、完全ケミカルディファイン
培地である STK 培地（DS ファーマ社製）を用
いて、(1)と同様に４名の患者から採取され
た顎骨髄間質細胞の培養を試みた。しかし完
全無血清培地では１名からのみしか接着細
胞が得られなかったため、本実験では１％血



 

 

清を添加し、低血清培養を試みた。コントロ
ールとして同じ骨髄液を通常の 10%血清含有
培地でも培養した。８名の患者からの顎骨髄
間質細胞の低血清培養を試み、得られた細胞
の増殖能と細胞表面抗原発現、石灰化能と、
(2)と同じく SCIDマウス皮下での骨形成試験
を行った。 
 
(5) 移植細胞の表現形とその細胞移植後の
骨形成との関連について 
顎骨骨髄間質細胞はその患者ごとに in vitro
での骨分化能が異なるが、in vitro での骨分
化能が in vivoでの骨形成能と相関があるの
かを検討するため、in vitro での骨分化能が
高い細胞株と in vitroでの骨分化能が低い
細胞株を SCIDマウス背部に移植し、移植８
週あるいは１１週後に移植部位を採取し、固
定、脱灰後、連続切片を作成し、HE染色にて
組織学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 初代培養法の条件設定 
30名の患者から顎骨骨髄液を 500μｌ程度で
採取したが、そのうち 22 名からは細胞増殖
を得た。細胞が増殖しなかった 8名分のうち、
4 名分は明らかな培養操作の失敗（細菌のコ
ンタミネーション、培養皿の取違い、不適切
な培地交換、骨髄液量が少なすぎた例）であ
ったが、残りの 4名分は必要量の骨髄液が採
取され、明らかな培養誤操作が無いにも関わ
らず、間質細胞のコロニーが得られなかった。
全ての骨髄液は有核細胞数にして 5 x 104 
WBC/cm2で培養皿に播種したが、全く同じ培養
操作でもその後の増殖曲線は個人によって
大きく異なった。また同じ骨髄液を小分けし
て培養すると、出現したコロニーによっても
その後の細胞増殖率は異なり、in vitro での
骨分化能も異なっていた。また採取部位のＣ
Ｔ値と培養の結果には特に関連は認められ
なかった。また採取患者の年齢（22～78歳）
と得られる細胞数にも関連は認められなか
った。したがって、少なくとも 2か所の顎堤
から 500μｌ程度の顎骨骨髄液を 5 x 104 
WBC/cm2で培養皿に播種して、適切に培養すれ
ば、高齢者からでもほぼ確実に移植に必要な
数の間質細胞を得られることが示された。 
 
(2) 細胞の表現形と分化能の関連 
顎骨骨髄から採取して培養された間質細胞
の表現形を確認するため、フローサイトメト
リーにて間葉系幹細胞の陽性、陰性マーカー
の発現状態を検査した。その結果 in vitro
で高骨分化を示す細胞と低骨分化を示す細
胞の表面抗原に差は検出されなかった（図
2&3）。したがって①今回採取された顎骨骨髄
間質細胞は分化の程度の差はあるが、いずれ
も間葉系幹細胞である②しかし、今回検討し

た表面抗原だけでは、採取された細胞の骨分
化能の高さを予測することは困難であるこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 高骨分化細胞の表面抗原解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 低骨分化細胞の表面抗原解析 
 
(3) 移植細胞数と骨形成量の関連 
まず、多孔質炭酸アパタイト上での細胞の生
死状態を観察すると、接着６時間後ではエチ
ジウムブロマイドに赤く染まった死細胞が
所々に観察された（図 3）。アパタイトのみ、
あるいは顎骨由来間質細胞を 50 万細胞、100
万細胞、200 万細胞複合させた移植体を SCID
背部に移植したところ、移植細胞の数に比例
して in vivoでの骨形成量は多かった（図 4）。 
 

図 3 緑が生細胞/赤
が 死 細 胞 を 示 す
（bar=1mm） 

 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 A：無細胞、B：50万細胞、C：100万細
胞、D：200万細胞での骨形成状態 
 
(4) 低血清での培養法確立 
8 名の患者からの初代顎骨髄間質細胞を低血
清で培養し、5名分から細胞コロニーを得た
が、細胞増殖は 4 名分からのみ認められた。
その 4名からの顎骨骨髄間質細胞は従来の
10%血清培地での培養法と比較して増殖能が
高く、最終的にも 10倍から 100倍の細胞数
を得た。また低血清培養した細胞は、間葉系
幹細胞の陽性抗原を発現し、陰性抗原は発現
していなかったことから、低血清培養でも細
胞のフェノタイプは大きく違わないことが
示唆された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 低血清培養での表面抗原解析 
また in vitro では初代から低血清培養で、そ
の後に無血清の骨分化培地で培養する方法
が最も早く石灰化を示すことが示された（図
6）。 
 
 
 
 
 
 
図 6 in vitro での骨分化能の評価 
また低血清培養した細胞を未分化のまま多
孔質炭酸アパタイトに複合させて、SCID マウ
スの背部に移植すると、骨形成が認められた

ことから、低血清培養は従来の血清培養と同
等の骨形成能を顎骨骨髄間質細胞に与える
ことが示唆された(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 低血清培養した顎骨由来間質細胞を
SCID 背部へ移植した後、11 週後に回収して
組織切片作成後の H&E 染色像 
 
(5) 移植細胞の表現形とその細胞移植後の骨
形成との関連 
(4)で示された in vitroで高い骨分化能を示
す細胞と、低い骨分化能を示す細胞を未分化
のまま多孔質炭酸アパタイトに複合させて、
SCIDマウスの背部に移植して、生体内での骨
形成能を検討すると、驚くべきことに in 
vitro では高い骨分化能を示す細胞を移植し
た部位（図 8）よりも in vitroで低い骨分化
能を示す細胞を移植した部位（図 9）の方が
生体内で多く骨を形成していた。これは培養
の段階で高い骨分化能をもつ細胞は必ずし
も生体内で高い骨形成能を持つとは限らず、
より低い分化状態か、あるいは例えば血管誘
導能を持つことが生体内での骨形成には有
利に働くことを示唆している。In vitro での
骨分化能の検討は生体内での骨形成能の直
接的評価とはなり得ないことが示された事
から、幹細胞を用いる骨再生医療を実施する
際には生体内での骨形成能を予測できる新
たなマーカーの検索が必要であることが示
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 in vitroでは骨分化能の高い細胞を移
植した部位 
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図 9 in vitroでは骨分化能の低い細胞を移
植した部位 
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