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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞デリバリーシステムを歯周組織再生療法に応用する
ことにより、患者への負担が少なく効率性の高い新規の非侵襲性歯周組織再生療法を樹立する
ための足がかりとなる方法・技術の開発を目指し、組織幹細胞への外来基質の効率的な取り込
み方法について比較検討を行った。その結果、歯周組織再生に重要な役割を担う歯根膜幹細胞
を対象とした場合、エレクトロポレーション法が最も効率性の高い方法であることが明らかと
なった。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to develop novel minimal intervention therapies for 
periodontal tissue regeneration in the future, in this study, we investigated which methods 
are the most effective for introducing exogenous molecules into mesenchymal tissue stem 
cells for periodontal tissue regeneration. We found that the electroporation method is the 
most effective, especially utilizing periodontal ligament stem cells. We could conclude these 
information might be a first step to developing the future regeneration therapies.  
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１．研究開始当初の背景 
 幹細胞移植を含む複数の新規歯周組織再
生医療が近未来に確立されることが確実視
され、多くの歯周病患者の QOL が向上する
ものと期待されている。一方、医療の高度化
および人口高齢化により、種々の全身疾患を
抱えた患者や高齢者への歯周治療の必要性
がますます高まっている。そのため、局所的
には歯周組織再生療法の適応であっても、全

身的な問題から歯周外科処置が不可能なケ
ースが今後も増加するものと考えられる。高
度高齢化社会を迎える日本において、患者に
優しく安全で予知性の高い歯周組織再生医
療を提供することは、これまで以上に社会的
急務となるものと予想される。 
 我々はこれまでに、歯根膜の組織特異性を
分子・遺伝子レベルから解明し、FGF-2 や脂
肪組織由来間葉系幹細胞を用いた新規の歯
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周組織再生療法の研究開発を展開すること
により歯周組織の細胞分子基盤に基づく多
面的な歯周組織再生研究を推進している。し
かし全ての再生療法は外科処置を伴うもの
であり、患者の全身的リスクによってはその
適応が制限を受けることになる。そこで本研
究課題では、外科的処置を全く必要としない
安全かつ効率性の高い新しい概念の非侵襲
性歯周組織再生療法を発想するに至った。歯
周組織再生療法は、最も橋渡し研究が進んだ
再生治療の一つと言える。しかしながら、手
術の低侵襲性について考えてみると、従来の
歯周組織再生療法は、歯周外科処置およびそ
の侵襲を伴った術式が必要とされている。従
って、患者への負担を限りなく低減した歯周
組織再生治療法の開発には、既存の概念とは
全く異なった新しい発想が求められる。医学
分野では、内視鏡やカテーテルを用いた低侵
襲外科処置がめざましい発展を遂げ、患者へ
の手術負担が激減し、QOL の向上が図られ
ている。これら幹細胞技術と本研究課題の成
功により確立される歯周組織再生療法技術
とを合わせることにより、全身的な問題から
歯周組織再生治療を受けることができなか
った重度有病者や高齢者に対しても、体に優
しく安全で予知性の高い歯周組織再生医療
を提供することが可能となり、「口」が支え
る QOL の維持向上に果たす効果は計り知れ
ないと思われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、必要とされる幹細胞を活躍すべ
き微小環境へ磁力を利用して搬送する細胞
デリバリーシステムを開発し、歯周組織再生
療法に応用することにより、患者への負担が
非常に少なく効率性の高い新規の非侵襲性
歯周組織再生療法を樹立する足がかりとな
る方法、技術の開発を目指した挑戦的萌芽研
究である。 
 
３．研究の方法 
（1）間葉系幹細胞の硬組織形成分化能解析 
 マウス歯根膜幹細胞株 MPDL6 および
MPDL22、マウス歯肉線維芽細胞株 MG/B6、
マウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1、マウス線維
芽細胞株 NIH3T3、胎生 13.5 日のマウス胎
児から樹立した間葉系幹細胞（MEF）をそれ
ぞれ石灰化誘導培地（10 mM β-glycerophos- 
phate、50 μg/ml ascorbic acid 含有 10% FCS 
α-MEM）にて長期培養し、経日的に硬組織
形成細胞への分化指標となるアルカリフォ
スファターゼ（ALPase 活性）およびアリザ
リン染色による石灰化物形成を解析した。 
（2）トランスフェクション実験 
 レーザーにより緑色発光を示す GFP 発現
ベクターをトランスフェクション試薬を用
いて細胞内へ導入することにより、いずれの

方法が最も効率よく細胞内導入を行うこと
ができるのかを検討した。リポフェクション
法として、Effectine、エレクトロポレーショ
ン法として Nucleofector、センダイウイルス
法として Genome one を用いた。ホスト細胞
は、MPDL22、HEK293、EPC19 細胞を用
いた。各細胞へ pMaxGFP をトランスフェク
ションし、48 時間後にレーザー共焦点顕微鏡
にて観察した。視野中の GFP 陽性細胞をカ
ウントすることにより、導入効率を計算した。 
（3）レンチウイルスによる取り込み試験 
 歯根膜細胞および HEK293 細胞に新しい
細胞トランスフェクション法であるレンチ
ウイルス法を使って、GFP 発現ベクターを遺
伝子導入し、トランスフェクション法の効率
を検討した。導入効率の解析には、経日的に
レーザー蛍光顕微鏡を用いて生細胞の状態
で GFP 陽性細胞数を測定した。 
（4）外来基質取り込み細胞の分化機能解析 
 外来基質である GFP を細胞内に取り込ま
せた細胞の生存率については、培養皿に付着
した GFP 陽性細胞を蛍光顕微鏡にて観察す
ることにより判定した。さらに、付着してい
る細胞を回収しトリパンブルー染色により、
生細胞、死細胞数を測定した。また、外来基
質の溶媒となる DMSO の細胞分化過程にお
ける細胞障害性を解析するために、トリパン
ブルー染色による生細胞、死細胞数の測定、
および歯根膜細胞を DMSO 添加の石灰化誘
導培地にて硬組織形成細胞へと分化誘導を
行った。 
 
４．研究成果 
（1）間葉系幹細胞の硬組織形成分化能解析 
 各細胞の硬組織形成細胞への分化能を評
価した結果、MPDL22 と MC3T3-E1 は、
ALPase 活性および石灰化物形成能の著明な
上昇を示し、MPDL6、MG/B6、NIH3T3、
MEF は、ALPase 活性および石灰化物形成能
の上昇は示さなかった。従って、硬組織形成
分化能を有するMPDL22とMC3T3-E1が歯
周組織再生に適した細胞株として有用であ
ることが示された。図 1 に MPDL22 の硬組
織形成細胞への分化過程における石灰株形
成を解析したアリザリンレッド染色像を示
す。 
 
図 1 MPDL における硬組織形成細胞分化 
 
 
 
 

 
 
 
（2）トランスフェクション実験 
 表1に示すようにNucleofectorを用いたエ



 

 

レクトロポレーション法が、全ての細胞株に
おいて最も高い導入効率を示すことが明ら
かとなった。上記間葉系幹細胞株への磁性化
コロイドを導入する方法として、エレクトロ
ポレーション法を用いた電気的導入法が適
していることが示された。図 2 では、レーザ
ー共焦点顕微鏡にて観察された緑色に発光
する GFP 陽性 MPDL22 を示す。 
 
表 1 トランスフェクション効率実験 

  使用細胞 

試薬名 

MPDL22 293 ECP19

Effectine × ◎ ○ 

Nucleofector ○ ◎ ○ 

Genome one × ○ ○ 

Transfection efficiency  
×：0%、○：0-50%、◎：50%以上 
Effenctine：リポフェクション法 
Nucleofector：エレクトロポレーション法
Genome one：センダイウイルス法 
 
図 2 MPDL22 における GFP 導入効率 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（3）レンチウイルスによる取り込み試験 
 細胞の種類により導入効率が異なってお
り、HEK293 細胞においては、非常に高い効
率での外来基質の導入が示された（図 3）。一
方、歯根膜細胞においては、導入効率は非常
に低いことが明らかとなった。 
 
図 3 HEK293細胞におけるレンチウイルス
トランスフェクション法 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
トランスフェクション後、6 日目の顕微鏡像。 
緑色に発光する GFP 陽性細胞が観察されて
いる。 
 
（4）外来基質取り込み細胞の分化機能解析 

 トランスフェクションの条件によって、細
胞生存率が異なることが明らかとなった。細
胞培養系への基質溶媒添加は、歯根膜細胞の
生存率（図 4）、歯根膜細胞分化過程における
ALPase 活性（図 5）および硬組織形成細胞
への分化過程（図 6）へは影響を及ぼさない
ことが明らかとなった。 
 
図 4 DMSO 添加群による細胞生存率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 DMSO 添加群における ALPase 活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図6 DMSO添加群におけるアリザリンレッ
ド染色像 
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