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研究成果の概要（和文）：　リシン、ロイシン、または、トリプトファンによる多孔質ハイドロキシアパタイト(HA)担
体気孔での骨髄幹細胞の接着は、トリプトファンが高い効果を示した。In vivoで、アルギン酸ゲル懸濁骨髄細胞を播
種した多孔質HA担体の多くの気孔に骨形成を認め、外径８㎜の多孔質HA担体の中空の直径が２、３、または、４mmの中
で、３mmのHAが有意に骨形成効果を示した。
　直径8mmの円筒状HAとその中空に入れた5mm径の円柱状スポンジからなる二相性担体に骨髄細胞あるいは口腔粘膜由来
細胞と線維芽細胞を播種してラット背部皮下に埋入して、HA相に骨、スポンジ相に疎な結合組織と小血管を含む歯髄-
象牙質複合体を再現した。

研究成果の概要（英文）：The attachment of the bone marrow stem cell in the porous hydroxyapatite (HA) 
scaffold pore with lysine, leucine or the tryptophan was examined. Tryptophan was significantly 
effective. In porous HA scaffold with seeding of bone marrow cells seeding suspended in alginate gel, 
osteogenesis was recognized in many pores of the scaffold in vivo. Furthermore, in the porous HA scaffold 
(Diameter: 8mm) with a hollow center (Diameter: 2, 3 or 4mm), significant increase of bone formation was 
shown in the scaffold with a hollow center of which diameter is 3mm.
 Bone marrow cells or oral mucosa derived cells and fibroblasts were seeded in columnar sponge inserted 
into a hollow center of cylindrical HA. Biphasic scaffold consisted of HA with a hollow center 5 mm in 
diameter and columnar sponge in a hollow center of the HA. Oral mucosa derived cells and fibroblasts were 
seeded in the columnar sponge. Bone marrow cells were seeded in the HA.

研究分野： 歯内治療学
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１．研究開始当初の背景 
歯の一部あるいは全部の再生が広く試みられ

るようになった。これまでに骨形成性タンパク
質(BMP)による修復象牙質の形成、歯髄－象牙質
構造の修復へのTransforming growth factor-
の関与など、多くの基礎的な成果が公表されて
いる。しかし、中胚葉組織のセメント質と象牙
質そして外胚葉組織のエナメル質で構成される
歯の構造は複雑であり、再生する歯の大きさの
制御が困難であるために臨床応用への途はまだ
開けていない。骨髄幹細胞から象牙芽細胞への
分化の可能性も示唆されるが、その手段は確立
されていない。 
生後４日のラットの鐘状期歯胚由来の上皮細

胞と間葉細胞を混合して移植したヌードラット
に歯を再生した報告も見られるが、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
を再生できるとの報告は見当たらない。一方、
歯髄細胞から象牙質様硬組織を形成した報告、
また、歯胚から歯を再生する研究もあるが、こ
れらについても臨床で実用できるレベルには達
していない。 
歯または歯髄・象牙質複合体の再生には in 

vitro でも in vivo でも担体が必要である。そ
して、多孔質の担体のすべての気孔に緻密に硬
組織が形成されなければ強固な構造が得られな
い。象牙芽細胞の単離と培養は困難で、基礎的
実験には骨髄細胞が用いられることになる。骨
髄細胞を用いた多孔質ハイドロキシアパタイト
(ＨＡ)担体での骨形成では気孔壁に沿って一層
の骨が形成されるのみでその気孔全体を満たす
骨形成は認められず、また、担体中央の気孔に
は骨形成が認められない。担体全域にわたって
気孔に緻密な骨を形成させる手法と新たな担体
の開発が続けられている。 
これらのことが、この研究を立案した背景で

ある。 

２．研究の目的 
歯の構造は複雑で、再生は困難と考えられる。

しかし、骨と同様にオステオカルシンが象牙芽
細胞でも発現し、骨と象牙質とに遺伝子学的類
似性のあることが明らかにされ、in vivoでの骨
髄幹細胞から象牙芽細胞への分化の可能性も示
唆、歯髄細胞から象牙質様硬組織を形成した報
告、また、歯胚から歯を再生する研究もあるが、
臨床で実用できるレベルには達していない。 
 このような現状に立って、第一に、骨髄幹細
胞から象牙芽細胞あるいは歯髄細胞の分化を誘
導して、再生象牙質による歯の欠損部の補填、
歯髄・象牙質複合体を再生し、歯の機能を維持
するために歯髄除去後の根管への歯髄の再生を
臨床で実現する方途の確立を目指し、第二に、
骨髄幹細胞と線維芽細胞の混合培養で歯髄細胞
への分化を図ってそのメカニズムを明らかにし、
さらにその結果から歯髄組織および象牙質の再
生をin vivoで実現させて歯根膜を有する歯の再
生の展望を開くことを目的とする。 

３．研究の方法 
多孔質ＨＡ担体にリシン、ロイシン、トリプ

トファンあるいはデキストランをコーティング
し、気孔中に骨髄細胞を播種、細胞接着性を高
めて、HA担体気孔内での骨形成を増進させ得る
化学物質のスクリーニングをin vivoで行った。
さらに、豊富な数の幹細胞を入手し難い歯科領

域の実情を考え、少ない幹細胞を確実に気孔内
に付着させ、そこに効果的に骨形成を誘導する
ため、アルギン酸ゲルを支持体として骨髄細胞
を懸濁してHA担体に播種するとともに担体気孔
に陰圧で注入する方法を採用した。また、中空
の担体を用いることによって細胞に担体外から
豊富な栄養供給がなされるように、円筒状担体
の利用が合理的である結果を過去に得られてい
る。 
これらのin vivo実験でFischer 344 rat背部

皮下に埋入(６週)する担体として、中空構造を
中心にもつＨＡ担体は外形10mm、中空径２mm、
３mm、および、４mmの３種類、気効率55％、を
選択し、気孔内での骨形成をオステオカルシン
定量と組織学的検索で検討した。 
骨髄幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導は困難

であるが、骨芽細胞への分化には促進因子とし
て理解されているデキサメタゾン、アスコルビ
ン酸そしてβ-グリセロリン酸を使用して硬組
織形成を誘導する手法がin vitroでの一般的な
方法である。この方法に加えて、リシンやロイ
シンによるin vitroでのそれらアミノ酸の細胞
増殖能および硬組織形成能も検討した。 
また、少数の骨髄細胞で効率的に多孔質ＨＡ

担体気孔内に骨を形成させるために有効な円筒
状の担体の中空部分の径が骨髄細胞による骨形
成量に影響することを明らかにした。その結果
を元にしてＨＡ担体を歯根と想定して骨髄細胞
を播種し、骨形成の誘導と中空部への歯髄組織
再生を試みた。さらに、骨形成後のＨＡ担体２
個を並べてラット皮下に埋入して歯根膜に変わ
る結合組織で２個を繋いで引っ張り試験を実施
した。 
 Fischer 344 ラット大腿骨から骨髄細胞を採
取、アルギン酸ゲルに骨髄細胞を混じ、多孔質
ＨＡ担体気孔内にゲルを注入、細胞播種して、
象牙質を模した構造の再生を図った。また、歯
根状ＨＡ担体内での骨形成とともに、歯髄細胞
への分化を期待し血管上皮細胞と骨髄細胞を含
むアルギン酸ゲルを担体中空部に注入、実験を
行った。これらの担体はFischer 344 ラット背
部皮下に埋入(6週)し、気孔内骨形成をオステオ
カルシン定量で検討した。また、中空部の組織
形成は組織学的に観察を行った。 
歯科領域で骨髄由来幹細胞を得難いために幹

細胞のソースを確立するために口腔粘膜由来細
胞も使用し、口腔粘膜から幹細胞、さらに、歯
髄細胞への分化を期待して粘膜由来細胞を増殖
させてHA担体に播種し、in vivoでの骨形成の可
能性を検討した。そのために、アルギン酸ゲル
を幹細胞の支持体として担体気孔内に粘膜由来
細胞を播種して気孔内骨形成を図り、アルギン
酸ゲルの有効性を確認した。 
 
４．研究成果 
(1)気孔中に骨髄細胞を播種、細胞接着性を高
めて、HA 担体気孔内での骨形成を増進させ得る
化学物質の in vivo でのスクリーニングではオ
ステオカルシン定量によってリシンおよびロイ
シンでの骨形成促進が認められたが、トリプト
ファンによる骨形成が有意に顕著な値が得られ
た。担体内での細胞接着性の向上、あるいは、
細胞分化に大きな影響を及ぼす化学物質として
有効と認められた。 
(2)アルギン酸ゲルを支持体として骨髄細胞を



懸濁して HA 担体に播種する際に担体を陰圧中
に置いて細胞を担体内に十分に入り込むような
手法をとって細胞播種を行って、有意に多くの
オステオカルシン量の定量結果が得られた。組
織学的検索でも多くの気孔に骨形成が認められ、
in vitro でも効果が示唆される結果が得られた。 
(3)In vivo で Fischer 344 rat 背部皮下に埋入
(６週)する担体として中空構造を中心にもつ気
効率 55％、外形 10mm、中空径２mm、３mm、およ
び、４mm の３種類の HA 担体を選択し、気孔内
での骨形成をオステオカルシン定量と組織学的
検索で検討した。その結果は直径 3mm の中空を
有する HA 担体での骨形成が最も多かった。 
(4)In vitro での象牙質形成の代替として骨形
成試験を行い、リシンあるいはロイシンなどの
アミノ酸の添加での硬組織形成は、デキサメタ
ゾン、アスコルビン酸とβ-グリセロリン酸を使
用しての硬組織形成量を超える効果を示さなか
った。 
(5)少数の骨髄細胞で効率的に多孔質ＨＡ担体
気孔内に骨を形成させるために有効な円筒状の
担体の中空部分の径が骨髄細胞による骨形成量
に影響することが明らかになり、直径 3mm の中
空を有するＨＡ担体での骨形成が最も多かった
ため、そのＨＡ担体を歯根と想定して用いた。
骨髄細胞を播種し、中空部にはアルギン酸ゲル
に線維芽細胞を播種して in vivo での歯髄組織
の再現を試みたが血管の増殖は歯髄に比べて多
く、線維成分も豊富で歯髄とは異なった組織像
を呈した。 
さらに、骨形成後のＨＡ担体２個を並べてラ

ット皮下に埋入して歯根膜に変わる結合組織で
２個を繋いで引っ張り試験を実施したが、ヒト
歯根膜の強度を超える引っ張り強さは得られな
かった。 
(6)Fischer 344ラット大腿骨から採取した骨髄
細胞をアルギン酸ゲルに混じて多孔質ＨＡ担体
気孔内注入した結果、多くの気孔に骨形成を認
めるとともに、中空部にも形成された硬組織が
浸潤した結合組織とともに観察された。 
(7)Fischer 344ラット口腔粘膜を採取して培
養・分離した細胞をＨＡ担体に播種し、ラット
背部皮下に埋入した結果、形成された骨を含む
気孔は極めて少数であった。アルギン酸ゲルを
支持体として口腔粘膜由来細胞を担体気孔内に
播種したところ、オステオカルシン量が有意に
増加した。顕著な骨形成を示す気孔が少数では
あったが、今後の実験方法の改良で口腔粘膜由
来細胞による骨形成の可能性が示唆された。  
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