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研究成果の概要（和文）：　採取直後のラット口腔粘膜由来細胞に成長因子を添加した培養で粘膜由来細胞の増殖率は
小さかったが、noduleの形成は確認された。
　骨髄細胞を懸濁したアルギン酸ゲルを気孔に満たした多孔質ハイドロキシアパタイト(ＨＡ)をラットの皮下に埋入し
たin vivoの検索で、ゲル内に多量の骨形成は得られなかった。架橋によるアルギン酸スポンジにラット骨髄細胞を播
種し、これを多孔質ＨＡ中空に挿入して皮下埋入した結果、スポンジ内にオステオカルシン量が増加した。さらに、ロ
イシン、あるいは、リシンでコートしたホルマリン処理ポリビニルアルコールスポンジとＨＡとのハイブリッド担体で
骨髄細胞による骨形成量が有意に増加した。

研究成果の概要（英文）：  Oral mucosa-derived cells showed low rate of proliferation in the culture contai
ning growth factors in the medium. However, nodule was formed.
  In vivo study, bone marrow cells were suspended in alginic acid gel. The gel was filled in pores of HA s
caffolds. The scaffolds were implanted in the subcutis of syngeneic rats. However, osteogenesis in the gel
 was not promoted. Therefore rat bone marrow cells were seeded in alginic acid sponge obtained by heat cro
sslinking. The sponge with the cells was inserted in the hollow center of cylindrical porous HA scaffold a
nd implanted in rat subcutis for assessment of osteogenesis. As the result, quantity of osteocalcin signif
icantly increased. Moreover, osteogenesis significantly increased quantitatively.
In hybrid scaffold composed of HA and formalin treated polyvinyl alcohol sponge coated with laminin, leuci
ne, tryptophan or lysin, the in vivo examination revealed the significant quantitative increase of bone fo
rmation by bone marrow cells.
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１．研究開始当初の背景 

整形外科領域での骨の再生のために幹細胞
が穿刺によって腸骨から採取されているのに
対して、歯髄・象牙質複合体再生のために生
体に対して大きな侵襲を加える腸骨からの骨
髄幹細胞の採取が受け入れられるとは考えに
くく、歯髄・象牙質複合体再生のための幹細
胞の採取源を得る必要性は大であり、歯髄か
ら幹細胞を得る試みが主として行われている
状況であった。また、整形外科の臨床では多
孔質担体に自己の骨髄幹細胞から誘導した
骨を形成して患部に置換、補填する手法が確
立されている一方、歯科領域においては歯の
再生を臨床に応用するには至っていないの
は現在も同様である。 

骨形成性タンパク質による修復象牙質の
形成、また、Transforming growth factor-
が歯髄‐象牙質構造の修復に関与し、さらに、
歯の外形と大きさを調節している可能性を
示唆する基礎的な研究結果が報告され、歯の
再生に向けて意欲的に基礎的な研究が行わ
れていた。すなわち、in vitroで歯胚から歯
に成長させる研究が相次ぎ、とくに、ラット
の鐘状期臼歯歯胚から単離した上皮細胞と
間葉細胞を混合してヌードラットに移植し
て歯を再生させた報告は注目された。しかし
ながら、上皮細胞と間葉細胞を個々に培養し
た後に組み合わせて歯を再生した報告は見
られず、歯の再生能力を有する歯胚上皮細胞
の培養も容易ではなかった。 
歯の再生の臨床での応用としては、抜去歯

を将来に移植するためのTooth bankが設立さ
れているにすぎなかった。 
以上が研究開始当初の背景である。 

 
２．研究の目的 

象牙質の再生には一般に象牙芽細胞に分
化する幹細胞が必要であるが、象牙芽細胞に
分化する幹細胞は言うまでもなく、骨芽細胞
を得るための幹細胞を得る手段さえ、歯科領
域では非常に少ない。また、極めて多数の幹
細胞が骨を再生するために必要である。 
幹細胞の採取源を末梢血中あるいは口腔

粘膜に求めて、歯科領域でも容易に幹細胞を
分離し、in vitroで速やかに骨芽細胞あるい
は象牙芽細胞の増殖を実現させて効果的な
骨あるいは象牙質の再生を誘導し、最終的に
は歯の再生を目的とした。 
さらに、３次元構造をもつ歯の再生のため

には、担体が必要である。効果的に骨あるい
は象牙質を in vivoで形成させるために、ア
ルギン酸とハイドロキシアパタイトとを組
み合わせたハイブリッド担体を新規に開発
し、また、調整したアルギン酸スポンジまた
は市販のスポンジとハイドロキシアパタイ
トを組み合わせたハイブリッド担体を作製
して、新規の担体の開発が本研究の目的であ
った。 
末梢血あるいは口腔粘膜に由来する幹細

胞の増殖法を確立し、これらの細胞をアルギ
ン酸／ハイドロキシアパタイト・ハイブリッ
ド担体内で骨芽細胞や象牙芽細胞に分化さ
せ、緻密な骨あるいは象牙質の形成を誘導し、
歯髄・象牙質複合体の再生を実現させること、
が本研究の目的であった。 
 
３．研究の方法 

(1)ハイブリッド担体の作製 
多孔質ハイドロキシアパタイトの気孔中

にアルギン酸ゲルを浸潤させてのハイブリ
ッド担体、アルギン酸スポンジあるいはポリ
ビニルホルマールスポンジと円筒状ハイド
ロキシアパタイトとのハイブリッド担体を
作製し、歯髄・象牙質複合体の核とする。ア
ルギン酸スポンジはアルギン酸ゲルの真空
凍結乾燥によってスポンジ状とし、これを円
筒形の多孔質ハイドロキシアパタイトの中
空部に挿入してハイブリッド担体とする。ま
た、市販のシート状ポリビニルホルマールス
ポンジを円筒形に切り抜いて同様に多孔質
ハイドロキシアパタイト中空部に挿入して
ハイブリッド担体とする。 

(2)ハイブリッド担体気孔内骨形成効果 
Fischer 344 ラット後肢骨髄から得る骨髄

細胞をこれらのハイブリッド担体のスポン
ジ部に播種して同系ラット背部皮下に埋入
する。そして、気孔内に形成される骨の量を
組織学的に顕微鏡下で観察し、またオステオ
カルシン量を免疫化学的に定量してハイブ
リッド担体を用いる効果を確認する。 

(3)幹細胞の採取 
象牙質形成を試み、また、骨形成のために

Fischer 344 ラットの骨髄細胞を in vivo お
よび in vitroの試験に使用する。 
歯科領域で幹細胞を容易に得る細胞採取

源を確立するために、ラット尾静脈から採取
した末梢血中、あるいは、口腔粘膜から付着
細胞を分離、培養して幹細胞の採取を試る。
幹細胞を得て、その増殖と分化を促進させる
ために多糖類、必須アミノ酸あるいは細胞増
殖因子を添加、培養する。 

(4)In vitroでの硬組織形成 
 末梢血、口腔粘膜、あるいは、骨髄から得
た細胞を in vitro で培養して幹細胞に分
化・増殖させる。デキサメタゾンの他にアミ
ノ酸やサイトカインを添加して培養し、効果
的な促進因子を求めるためのスクリーニン
グを行う。評価は in vitroでの nodule 形成
と培養後の培養液中カルシウム定量で行っ
た。 

(5)In vivoでのハイブリッド担体内骨形成 
末梢血、口腔粘膜、あるいは、骨髄から得

た細胞を培養して、その細胞を含むアルギン
酸ゲルを気孔内に入れたハイドロキシアパ
タイト、また、スポンジと多孔質ハイドロキ
シアパタイトとのハイブリッド担体のスポ
ンジ内あるいはハイドロキシアパタイトに



細胞を播種する。また、スポンジ内には末梢
血細胞を播種し、ハイドロキシアパタイトに
は骨髄細胞を播種する。これらの担体を同系
ラット背部皮下に埋入して、in vivo での骨
形成を検討し、さらに、円筒状担体の中空内
に血管あるいは神経組織の再生を図って歯
髄・象牙質複合体を完成させる。骨形成は組
織学的に顕微鏡下で、また、担体内のオステ
オカルシンを免疫化学的に定量して評価す
る。 
 
４．研究成果 

 ハイブリッド担体の作製では、いくつかの
アルギン酸スポンジの作製法のいずれも均
一かつ連通した気孔の調整が困難であった
が、最終的にアルギン酸ゲルの熱架橋後に真
空凍結乾燥を行う手法を試み、作製した。 
アルギン酸スポンジ内にオステオカルシ

ンが測定されたが、ポリビニルホルマールス
ポンジを用いたハイブリッド担体での気孔
内で顕著な骨形成を示すオステオカルシン
検出された。アルギン酸ゲルとハイドロキシ
アパタイトとのハイブリッド担体では骨形
成はほとんど認められなかった。過去の研究
成果と組織学的所見とを合わせ考えて、３種
類のハイブリッド担体において生じたオス
テオカルシン量の差は、担体内細胞への十分
な栄養供給の有無によって生じたものと確
信される。さらに、ロイシン、あるいは、リ
シンでコートしたホルマリン処理ポリビニ
ルアルコールスポンジとハイドロキシアパ
タイトとのハイブリッド担体で骨髄細胞に
よる骨形成量が有意に増加した。 
採取直後のラット口腔粘膜由来細胞に成

長因子を添加した培養で、粘膜由来細胞によ
る nodule の形成が確認された。しかしなが
ら、細胞増殖に長時間を必要とし、スクリー
ニングを行った添加物の中でデキサメタゾ
ンの他に顕著な効果を示す化学物質は得ら
れず、培養液中に検出されたカルシウム量は
骨髄細胞に比較して 0.2７％程度であった。
また、in vivo ではホルマリン処理ポリビニ
ルアルコールスポンジとハイドロキシアパ
タイトとのハイブリッド担体のロイシン、あ
るいは、リシンによるコーティングが骨髄細
胞による骨形成量の有意な増加を示したが、
in vitroではそれらの化学物質による顕著な
nodule 形成の増加は認められなかった。 
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