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研究成果の概要（和文）：線維芽細胞増殖因子（FGF-2）を用いた歯周組織再生の適応拡大の可能性を探索するため、F
GF-2の臨床投与における長期予後、ビーグル犬を用いた重度歯周炎モデルを対象にしたFGF-2と脂肪組織由来間葉系幹
細胞（ADSC）併用時における再生効果および歯根膜細胞におけるFGF-2刺激がもたらすシグナル伝達機構を検討した。
その結果、FGF-2投与の臨床における長期安全性、FGF-2とADSCとの併用時における再生効果の増強に加え、血管内皮細
胞増殖因子や骨形成タンパクとFGF-2とのクロストークにより制御される細胞内シグナル機構が歯周組織再生過程にお
いて存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： To elucidate the possibility to the expansion of indications in the periodontal t
issue regeneration using fibroblast growth factor-2 (FGF-2), we examined the longitudinal prognosis of FGF
-2 application in the clinical trials. Furthermore, we evaluated the efficacy combining FGF-2 and adipose 
tissue- derived stem cells (ADSC) for periodontal tissue regeneration in the severe periodontal tissue def
ects of beagle dogs, and investigated the signal transduction following the FGF-2 stimulations in mouse pe
riodontal ligament cells.
 In result, the long-term safeties of FGF-2 application in human and the expansion of efficacy combining F
GF-2 and ADSC for periodontal tissue regeneration in the severe periodontal tissue defects of beagle dogs 
were showed. In addition, it was clear that there were the intracellular signaling mechanisms governed by 
the cross talk between FGF-2 and vascular endothelial growth factor or bone morphogenetic protein 2 in the
 periodontal tissue regeneration.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 1982年に歯周組織再生誘導法（GTR法）
が紹介されて以来、術式の簡便性や安全性の
向上を目指し国内外で新規歯周組織再生療
法の開発競争がなされてきた。その結果、エ
ナメルマトリクスタンパクが我国をはじめ
世界十数カ国で、そして血小板由来増殖因子
とβリン酸 3カルシウム（β-TCP）の合剤が
米国で、歯周組織再生用“材料”として実用
化されている。一方、我国では、1990 年代
初頭から我々のグループが塩基性線維芽細
胞増殖因子（FGF-2）による歯周組織再生療
法の開発に着手し、世界初の歯周組織再生
“薬”としての臨床応用を目指し第 II、第 III
相臨床試験を展開して、３、２壁性骨欠損に
対する 0.3％FGF-2の歯周組織再生能と完全
性を現在までに確認している。このように、
FGF-2 が新規歯周組織再生薬となり得るこ
とを示唆するデータがほぼ集積した現状に
おいては、FGF-2の歯周組織再生作用を如何
に増強し、水平性骨吸収を含む広範囲の歯周
組織欠損部に適応拡大するかが今後の重要
な研究課題と言える。 
 
２．研究の目的 
 歯周組織再生薬としての FGF-2 のポテン
シャルを最大限に活用し歯周組織再生効果
を増強するためには、幹細胞、足場材、シグ
ナル分子といった再生医工学的なアプロー
チが必要であると考えられる。そこで、本研
究では、FGF-2を用いた歯周組織再生療法の
重度歯周組織欠損への適応拡大の可能性を
探索するため、臨床治験における歯周組織再
生“薬”FGF-2投与の長期予後を検討すると
ともに、ビーグル犬を用いた重度歯周組織欠
損モデルを対象に FGF-2 と脂肪組織由来間
葉系幹細胞（ADSC）や足場材併用時におけ
る FGF-2 の歯周組織再生効果の増強につい
て検討した。そして、歯根膜細胞における
FGF-2 刺激がもたらす様々なシグナル分子
のシグナル伝達機構のクロストークを in 
vitro で解析して、これらの分子の制御が
FGF-2 の効果増強をもたらす可能性につい
て検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）３、２壁性歯周組織欠損における FGF-2
投与の長期予後の検討 
 FGF-2 を用いた新規歯周組織再生薬の開発
に関わる早期第 II 相臨床試験（2001 年 12 月
１日～2003 年 11 月 30 日実施）に参加した歯
周炎患者 79 名を被験者とし、上記臨床治験
を実施した大阪大学歯学部附属病院および
協同実施施設の協力のもと、診療録等から治
験終了後に治験薬投与部位にみられた(1) 
抜歯、(2) 歯周組織再生療法の実施、(3) 歯
周組織再生療法を除く歯周外科手術の実施、
(4) 積極的な介入を目的とした非外科的歯
周治療の実施、(5) 歯周炎の進行が原因とな
って生じた事象、および(6) 異常な歯周組織

の治癒などのイベントの発現を調査した。そ
して、FGF-2（0.01%、0.1%、0.3%）およびプ
ラセボ投与部位の術後におけるイベント発
現率をもとに各部位の生存時間解析を行い、
歯周炎に対するFGF-2投与の長期効果と安全
性について解析した。 
（2）ビーグル犬の裂開状歯周組織欠損モデ
ルにおける FGF-2 の歯周組織再性能の検討 
 ベントバルビタール麻酔下で通法に従い
歯肉弁を形成し、ビーグル犬の上顎両側犬歯
唇側に人工的裂開歯周組織欠損（近遠心径
3mm、歯軸方向径 5mm）を作製した。そして、
作製したビーグル犬の人工的裂開歯周組織
欠損モデルにおいて、左側（試験側）には
FGF-2 含有 HPC（ハイドロキシプロピルセル
ロース）製剤を、右側（対照側）には HPC の
みを投与する。そして、両部位の治癒状態を
経時的に観察するとともに、欠損作製から 6
週間後に同様の麻酔下でと殺し被験部のマ
イクロ CT による骨組織の評価と組織学的検
索を行い、ビーグル犬裂開モデルにおける 
FGF-2 の歯周組織再生効果を検討した。 
（3）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）の
硬組織形成分化能の検討 
 ビーグル犬 ADSC の硬組織形成細胞への分
化誘導は、10 mM β-グリセロリン酸、50 
g/ml アスコルビン酸、0.1 M デキサメタ
ゾンを添加した石灰化誘導培地（M-Med）を
用い、3 日ごとに培地交換することにより行
った。そして、培養細胞からの全 RNA 抽出し
た後、逆転写反応を行い cDNA を作製し、石
灰化関連遺伝子であるRunx2、Col1a、BSP mRNA
および歯根膜特異的遺伝子である PLAP-1 
mRNA の発現を Real-time PCR 法にて解析し、
コントロール培地で培養した ADSC が発現す
る各遺伝子の mRNA 発現と比較した。また、
ADSC を硬組織形成細胞へと分化誘導した後、
細胞を 100 %エチルアルコールにて固定（4 ºC、
10 分間）した後、1 %アリザリンレッド S に
て染色し、カラーイメージスキャナ GT-X750
と画像解析ソフトウェアを用いて、石灰化ノ
ジュール形成能を検討した。 
（4）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）の
歯周組織再生効果の検討 
 ビーグル犬の下顎両側第４前臼歯の抜去
し、治癒後に第１後臼歯の近心頬側部に２壁
性歯周組織欠損（近遠心径 5mm、頬舌径 3mm、
歯軸方向径 4mm）を作製し、試験側には ADSC
含有フィブリンゲルを、対照側にはフィブリ
ンゲルのみを投与する。そして、両部位の治
癒状態を経時的に観察するとともに、と殺後
マイクロ CT 解析により、ADSC の歯周組織再
生効果を解析した。 
（5）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）と
FGF-2 併用時の歯周組織再生効果の検討 
 前記（４）と同様に、ビーグル犬に２壁性
歯周組織欠損を作製し、試験側には ADSC 含
有フィブリンゲルと FGF-2 含有 HPC を、対照
側にはADSC含有フィブリンゲルを投与した。
そして、同様にマイクロ CT 解析を行うこと



により、ADSC と FGF-2 併用時の歯周組織再生
効果を解析した。 
（6）マウス歯根膜細胞における血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）とその受容体発現に及ぼ
す FGF-2 の影響の検討 
 歯周組織再生における重要な要素と考え
られる血管新生において中心的な役割を演
じていると考えられる VEGF 産生に対する
FGF-2 の影響を明らかにするため、高い硬組
織形成能を有するマウス歯根膜細胞
（MPDL22）を種々の濃度の FGF-2 で刺激し
VEGFおよびVEGF受容体のmRNA発現を各遺伝
子特異的プライマーを用いて RT-PCR 法で検
出した。また、各種濃度の FGF-2 で刺激した
MPDL22 の培養上清中の VEGF 量を ELISA 法で
測定した。 
（7）FGF-2 存在下におけるマウス歯根膜細胞
の増殖能に対する VEGF の効果の検討 
 MPDL22を10％ FCS含有培地に播種し24時
間培養後、VEGF および FGF-2 添加あるいは無
添加の 10％FCS 含有培地にて 12 時間培養を
行った。その後、培養上清を除去し、培地 100
μlと WST-1試薬 10μlを各wellに加え2時
間培養し、波長 450nm の吸光度を測定し生細
胞の代謝活性を呈色反応にて比較すること
で細胞の増殖能を評価した。 
（8）マウス歯根膜細胞の骨形成タンパク
（BMP-2）誘導硬組織形成過程における石灰
化関連遺伝子発現に対する FGF-2 の影響 
 MPDL22を硬組織形成培地にてBMP-2、FGF-2
および FGF-2 受容体阻害剤（SU5402）存在下
あるいは非存在下で培養を行い、アリザリン
染色にて石灰化物形成能を観察するととも
に、Osteocalcin、骨シアロタンパク質（BSP）、
アルカリフォスファターゼ（ALPase）、Msx2
などの石灰化関連遺伝子を RT-PCR 法で検出
した。 
（9）マウス歯根膜細胞における FGF-2 の骨
形成タンパク（BMP）シグナルの調節機構の
解析 
 MPDL22を無処理あるいはFGF-2（250ng/ml）
で１時間前処理した後、BMP-2（25ng/ml）を
作用させ、特異抗体を用いたウエスタンブロ
ット法によりSmad１のC末端およびリンカー
部位のリン酸化を検出した。そしてさらに、
MPDL22 を BMP-2、FGF-2、FGF-2 受容体阻害剤
（SU5402）および BMP-2/SU5402 で刺激し、
同様にSmad１のC末端とリンカー部位および
Erk のリン酸化を検出し、BMP-2 シグナル伝
達系への FGF-2 刺激の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）３、２壁性歯周組織欠損における FGF-2
投与の長期予後の検討 
 FGF-2 を用いた歯周組織再生薬の開発に関
わる早期第 II 相臨床試験の長期予後を観察
し、イベント発生や打ち切りを基に生存時間
解析を行った。その結果、0.3％FGF-2 投与が
歯周病の再発等による生じるイベント発生
とその発生までの期間を延長させることが

示された（図１）。また、臨床試験後８年以 
上の観察期間に悪性腫瘍や歯肉の異常増殖
などの発生例は認められず、FGF-2 投与に関
する安全性に関する問題も認めなかった。

（2）ビーグル犬の裂開状歯周組織欠損モデ
ルにおける FGF-2 の歯周組織再性能の検討 
 ビーグル犬の上顎両側犬歯における人工
的歯周組織裂開状欠損モデル（近遠心径 3mm、
歯軸方向径 5mm）を用いて、FGF-2 の歯周組
織再生効果を検討した。その結果、0.3%FGF-2
投与により、有意な歯槽骨再生が認められた
（図２）が、個体によりばらつきが大きく
FGF-2 投与による歯根膜およびセメント質の
再生効果は明確に確認できなかった。 
 
（3）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）の
硬組織形成分化能の検討 
 ビーグル犬ADSCを石灰化誘導培地（M-Med）
を用い硬組織形成細胞へ分化誘導し、石灰化
関連遺伝子および歯根膜特異的遺伝子発現
と石灰化ノジュール形成能を検討した。その
結果、M-Med 群は対照群と比べ、有意な石灰
化ノジュールの形成を認め、石灰化関連遺伝
子である Runx2、Col1a、BSP mRNA と歯根膜
遺伝子であるPLAP-1特異的 mRNAの有意な発
現上昇を示したことから、ADSC が骨芽細胞、
歯根膜細胞などの前駆細胞となりうる可能
性が示唆された。 

（4）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）の
歯周組織再生効果の検討 
 ビーグル犬の２壁性歯周組織欠損モデル
を用いて、ADSC 移植の歯周組織再生効果を検
討した。その結果、ADSC 含有フィブリンゲル
を移植した試験側は、対照側に比べ有意な歯
槽骨体積の増加が観察され（図３）、ADSC の
歯周組織再生効果が確認できた。 
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（5）脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSC）と
FGF-2 併用時の歯周組織再生効果の検討 
 ビーグル犬の２壁性歯周組織欠損モデル
を用いて、ADSC と FGF-2 併用時の歯周組織再
生効果を検討した。その結果、ADSC と FGF-2
併用部位では ADSC 単独移植部位に比べ有意
な歯槽骨体積の増加が観察され（図４）、ADSC
と FGF-2併用時における歯周組織再生効果の
増強が確認できた。 

 
（6）マウス歯根膜細胞における血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）とその受容体発現に及ぼ
す FGF-2 の影響の検討 
 MPDL22 における VEGF mRNA 発現は FGF-2 に
より濃度依存的誘導しされ、VEGF タンパクの
産生量も 50ng/ml 以上の FGF-2 濃度において、
有意な増強を認めた。また、VMPDL22 におい
て、FGF-2 は濃度依存的に VEGFR-1 mRNA の発
現を誘導したが、VEGFR-2 mRNA の発現は認め
られなかった。 

 

 
（7）FGF-2 存在下におけるマウス歯根膜細胞
の増殖能に対する VEGF の効果の検討 
 FGF-2存在下におけるMPDL22の増殖能に対
する VEGF の効果を検討した結果、FGF-2 と
VEGF は相加的に働き、MPDL22 の増殖能を上
昇させることが明らかとなった（図５）。 
（8）マウス歯根膜細胞の骨形成タンパク
（BMP-2）誘導硬組織形成過程における石灰
化関連遺伝子発現に対する FGF-2 の影響 
 BMP-2により誘導されるMPDL22の石灰化物
形成は FGF-2 添加により抑制され、FGF 受容
体阻害剤である SU5402 の添加により増加し
た。また、BMP-2 により誘導される MPDL22 に
おける石灰化関連遺伝子の発現も、FGF-2 添

加により同様に抑制され、その抑制は SU5402
の添加により阻害された（図６）。 
 
（9）マウス歯根膜細胞における FGF-2 の骨
形成タンパク（BMP）シグナルの調節機構の
解析 
 FGF-2 の前処理により MPDL22 に対する
BMP-2シグナル伝達経路におけるSmad１のリ
ン酸化が抑制された。そして、その系に FGF-2
受容体阻害剤（SU5402）を添加すると，Erk
のリン酸化が阻害され、Smad１のリン酸化の
抑制が阻害された。以上の結果から、FGF-2
は MAPK を介して Smad1 リンカー部位のリン
酸化を抑制し、BMP-2—Smad1 シグナルの標的
遺伝子となる石灰化遺伝子群の発現を転写
レベルで抑制している可能性が示唆された。 
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図５　FGF-2存在下におけるMPDL22の増殖能に 
対するVEGFの効果 
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