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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、虚血環境下で機能を発揮し得る耐ストレス性の細胞を抽出し、それを自
己fibrin gelに応用することで、予知性の高い骨再生法を開発することである。細胞源は歯科医が比較的アクセスしや
すい歯根膜に求め、ヒト歯根膜細胞の培養中に短期間の重度低酸素環境下に細胞を晒すことで、耐ストレス性幹細胞群
を抽出した。この細胞群は、未分化細胞関連因子を高発現しており、抽出後に再酸素化した条件下で骨、軟骨、脂肪の
各成熟細胞への高い可塑性を発揮した。特に骨芽細胞分化への誘導性は高く、ラット頭蓋骨欠損モデルにおける移植実
験においても、この細胞群とfbrin gelの複合体は生体内で高い骨誘導性を示した。

研究成果の概要（英文）：Human periodontal ligament cells were exposed to severe hypoxic (O2<0.1%) conditio
n in culture to isolate the stress-enduring cells for bone engineering. Cells survived under this conditio
n for 12 hours showed the high expression of pluripotent stem cell markers as well as mesenchymal stem cel
l markers, and also displayed the highest pluripotency in vitro. In particular, these surviving cells afte
r re-oxygenation could form abundant calcified-nodules in osteogenic medium. Furthermore, a complex with t
hese stress-enduring cells and fibrin-gel showed the remarkable osteoinducibility in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 
現在、上顎洞底挙上術の際には、自家骨移

植の他、骨補塡材の移植、あるいはそれらの
混合移植が広く行なわれている。しかし、自
家骨移植は 2 次的外科侵襲を必要とし、また
骨補塡材移植は骨形成能が十分とは言い難
いのが現状である。 
 最近、Stefan らは自家骨や骨補塡材などの
移植を必要とせず、挙上した上顎洞粘膜下へ
血餅を満たすことで、スペースメイキングを
行い、骨再生を誘導する新しい上顎洞底挙上
術 を 提 案 し た (Periodontol 2000. 
2008;47:193-205)。しかしながら、再生された
骨組織は不安定で、術後早期に吸収しやすい
ため(Br J Oral Maxillofac Surg. 2005 43:493-9)、
本法はさらなる改善が必要である。ただし、
骨再生に血液以外の移植材を必要としない
ことは、大きな魅力である。 
われわれも以前より、上記の研究で主体と

なった血餅、すなわち fibrin gel の骨再生の足
場としての可能性について着目し、実験を行
なってきた。われわれが過去に行なった自己
fibrin gel と bone marrow-derived stem 
cells(BMSCs)の移植実験では、fibrin を用いた
場合、fibrin gel を足場として旺盛な新生骨が
全体的に形成されることが明らかになって
い る (Tajima et al. Materials Science and 
Engineering C, 2007;27:625-32)。さらに fibrin 
gel を足場とした in vitro の培養系でも、骨芽
細胞系への分化が促進されていることが確
認された。このことからも、細胞を組み込ん
だ fibrin gelの移植により早期の骨形成が期待
でき、インプラント治療における治療期間の
短縮へとつながるのではないかと考えた。し
かしながら、大きな骨欠損部に対して BMSCs 
を用いた移植を行う場合、移植した細胞のう
ちの多くは生存困難である。効率的に良好な
骨再生を行うためには、より早い新生血管形
成と移植した細胞への栄養の供給を実現さ
せ、細胞の viability を向上させることが不可
欠である。 
一方、近年ヒトの皮膚や骨髄に、ストレス

に強い多能性幹細胞である Multilineage 
differentiating Stress Enduring cells（Muse cells）
が存在することが報告された。（Proc Natl Acad 
Sci U S A. 2010, 11;107:8639-43; 2011, 
14;108:9875-80)。Muse 細胞は、ES 細胞や iPS 
細胞に比べて増殖率は低いものの、癌化の危
険性が低く、再生医療における新たなcell 
source として注目されている。そこで、fibrin 
gel を足場としてMuse 細胞のようなストレ
ス環境下に強い細胞を取り込み作製したスト
レス耐性幹細胞／fibrin複合体を、上顎洞底挙
上術の際に移植することを考えた。即ち、強
いviabilityを示す幹細胞により、骨／血管系双
方の形成が促進されると考えられ、さらに、
fibrin gel がスペースメイキングの役目を果た
すことで、より確実で早期の骨形成が期待で
きると考えた。 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、虚血環境のようなストレ

スに耐性を持ち、骨芽細胞系と血管内皮細胞
系の両方に分化することができる多能性幹細
胞（Muse-like cells）と自己fibrin gelの二つを
応用することで、骨の成熟期間を短縮し、か
つ予知性が高い骨再生法を開発することであ
る。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、下記の 3つの順に実験を行な

うことを計画した。 
① ストレス耐性幹細胞の細胞源は、歯科医

が容易にアクセスできる歯根膜組織に求
めることにした。歯根膜組織より単離し
た間葉系細胞の培養に低酸素刺激を応用
することで、より未分化な幹細胞の抽出
を試み、その抽出条件を確立する。われ
われは、歯髄の間葉系幹細胞(MSCs)を重
度低酸素下にて培養すると、胚性幹細胞
の維持に関わる初期化因子の発現が誘導
されることを既に確認している（Agata 
H, et al. 2008）。 

② ストレス環境下に晒された細胞の可塑性
を、骨、軟骨、脂肪への分化誘導を行な
うことで評価する。 

③ ストレス環境下で抽出された幹細胞と
fibrin gel による複合体を動物に移植する
ことで、複合体の生体での骨誘導性を評
価する。 

 
1) 歯根膜細胞の単離・培養； 
ヒト歯根膜組織からコラゲナーゼとセル

ストレーナーを用いて細胞を単離した後、接
着培養にて増殖させた。増殖した歯根膜細胞
は、3 継代目まで培養を行なった。3 継代目
の歯根膜細胞は、予め Vimentin,や Stro-1 によ
る免疫染色や、MSCs マーカーによるフロー
サイトメトリーの解析により、その特性解析
を行なった。MSCs マーカーには、CD90, 105, 
146, 271, 45, 34 や Stro-1 などの抗体を使用し
た。 

 
2) 重度低酸素刺激によるストレス耐性幹細

胞の抽出； 
3 継代まで培養した歯根膜細胞を、10cm 

dish に播種し、70％コンフルエントまで培養
した後、培地から血清を除いた上で、O2<0.1%
の重度低酸素環境下に細胞を置き、6, 12, 16, 
18, 24, 48, 72 時間後の細胞の viability と生存
細胞の特性を評価した。特性解析には、胚性
幹細胞や MSCs に関連する因子の発現変化を
評価した。その上で、細胞の viability が維持
されると共に、最も幹細胞マーカーが上昇す
る時点を探り、ストレス耐性幹細胞群として、
抽出することにした。 

 



3) ストレス耐性幹細胞の可塑性の検討； 
重度低酸素環境下で生存した細胞を回収

し、再酸素化環境下おいて、改めて骨、軟骨
と脂肪の各成熟細胞への分化誘導を行なっ
た。 
骨 細 胞 へ の 分 化 誘 導 に は 、 0.1mM 

dexamethasone と 50mg ascorbate-2-phosphate、
10mM b-glycerophosphateを添加したもの使用
して、2 週間培養を行なった。評価には、ALP
活性の計測と Alizarin Red 染色を使用した。 
 軟骨細胞への分化誘導には、TGF-β3 を添
加した chondrogenic-induction medium を使用
して、4 週間ペレット培養を行なった。評価
は、白色細胞塊の形成状態とその Toluidine 
blue 染色により行なった。 
 脂肪細胞への分化誘導には、 0.5mM 
isobutyl-methylxathine と 1mM dexamethasone、
10mM insulin、200mM indomethacin を添加し
た adipogenic-induction medium を使用して、3
週間培養を行なった。評価は、Oil red O 染色
により行なった。 
 
4) ラット頭蓋骨欠損モデルへの移植； 

Citrate phosphate dextrose 液を添加してラッ
トより採血を行ない、血漿成分のみ採取し、
それにストレス耐性幹細胞、あるいは骨分化
誘導を行なったストレス耐性幹細胞を混和
撹拌し、細胞浮遊液を作製した。そして、移
植直前に塩化カルシウムを添加し、fibrin 網
を形成させてストレス耐性幹細胞／fibrin gel
複合体を作製した。 
移植は、ラット頭蓋骨に直径 8mm の円形

の骨欠損を形成し、複合体を移植した。移植
試料は、移植後 2, 4, 8 週後に回収し、組織学
的、免疫組織学的に骨の形成状態を評価した。 
 
 
４．研究成果 
1) 歯根膜細胞の特性解析； 
 3 継代した歯根膜細胞は、Vimentin 陽性で、
その一部に Stro-1 陽性細胞が認められた。フ
ローサイトメリーによる解析では、MSCs マ
ーカーの発現は、CD90; 90.17%、CD105; 
25.73%、CD146; 3.49%、CD271; 1.11%、Stro-1; 
8.72%、CD45; 0.21%、CD34; 0.04%であった。
3 継代目の歯根膜細胞は、MSCs の混在した
間葉系細胞の heterogeneous な細胞群である
ことが分かった。 
 
2) ストレス耐性幹細胞の抽出； 

O2<0.1%の重度低酸素環境下に細胞を晒し、
培養を継続したところ、生存細胞には、12～
24 時間で CD105、CD166、Stro-1 などの MSCs
マーカー陽性の細胞群が濃縮され、さらに多
能性幹細胞のマーカーである Oct4、Sox2 や
Nanog の発現上昇が認められた。しかしなが
ら、16 時間以上の暴露によって、生存細胞数
は顕著に減少し、通常酸素濃度に回復後もそ
の生存性は有意に低くなることが分かった。
一方、12 時間程度の暴露であれば、細胞の生

存性には大きな影響は認めず、上記の幹細胞
マーカーの発現も 6 時間暴露と比較して有意
に上昇を認めた。そのため、この条件にて
heterogeneousな歯根膜細胞群からある程度均
一な多能性幹細胞群が抽出可能であると考
え、その可塑性を確認した後に、生体におい
て骨誘導を試みることにした。 
 
3) ストレス耐性幹細胞の可塑性の評価； 

12 時間重度低酸素環境下に晒された歯根
膜細胞を回収し、通常酸素濃度下において、
骨、軟骨、脂肪の各成熟細胞への分化誘導を
in vitro において試みた。その結果、これら全
ての細胞系列への分化が確認されたものの、
骨細胞への誘導性が特に高いことが分かっ
た。 
 

4) 頭蓋骨欠損モデルへの移植； 
 移植試料については、回収できた試料にて
詳細な解析を行なっているところであるが、
骨分化誘導を行なったストレス耐性幹細胞
との複合体にて、組織学的に有意な骨形成を
認めている。現在、移植の早期に回収した試
料を含めて、骨形成量の解析と共に、骨芽細
胞や血管内皮細胞の局在に着目し、詳細な解
析を進めているところである。 
 
以上のことから、歯根膜細胞を重度低酸素

環境下におくことで抽出できる細胞群と自
己 fibrin gel を応用することで、効果的に骨再
生を誘導できる可能性が示唆された。 
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